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Abstract

The	principal	aim	of	this	study	was	to	enhance	rapamycin	treatment	efficacy	in	human	
glioblastoma	 multiforme,	 establishing	 a	 treatment	 capable	 to	 improve	 survival.	 To	
achieve	this	proposal	we	have	evaluated	the	differences	in	survival	and	inhibition	states	
of	PI3K/Akt/mTOR	pathway,	when	different	concentrations	and	schedules	of	rapamycin	
or	 its	analog	torisel	were	used.	We	demonstrate,	 in	 the	 intracranial	U87MG	xenograft	
model,	 that	 the	 increase	 of	 the	 dose	 concentration	 do	 not	 imply	 a	 huge	 improve	 on	
survival.	However,	when	stable	levels	of	rapamycin	were	kept	with	intermittent	treatment	
schedules,	a	significantly	improved	median	survival	was	observed.	No	differences	were	
found	when	the	efficacy	of	rapamycin	was	compared	to	its	analog	torisel.	The	efficacy	of	
intermittent	treatment	schedules	was	associated	with	prolonged	inhibition	of	PI3K/Akt/
mTOR	pathway	 in	 tumors.	The	 inhibition	state	of	 this	pathway	was	studied	analyzing	
the	phosphorylation	of	the	ribosomal	protein	S6.		We	have	characterized	the	effect	of	
rapamycin	upon	human	glioblastoma	cancer	stem	cells	(CSCs).	The	drug	was	able	to	
reduce	cell	proliferation,	autoregeneration	and	the	ability	of	colony	formation	in	vitro;	but	
the	intracranial	brain	tumor	xenograft	CSCs	model	was	resistant	to	rapamycin	treatment.	
Combined	therapy	of	rapamycin	and	nanoliposomal	irinotecan	(nLs-CPT-11)	was	used	
in	the	treatment	of	U87MG	intracranial	brain	tumor	model	resulting	in	a	6-fold	survival	
improvement	 in	comparison	to	control	animals.	We	conclude	that	CED	of	nLs-CPT-11	
and	systemic	rapamycin	may	be	an	effective	treatment	option	for	malignant	gliomas.
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4EBP1		 inhibidor	de	eIF-4E
Akt			 	 del	inglés:	serine/threonine	protein	kinase;	serín-treonín	quinasa
ATP	 	 adenosín	trifosfato
BBB	 	 del	inglés:	blood	brain	barrier;	barrera	hematoencefálica
BBBD	 	del	inglés:	blood	brain	barrier	disruption;	disrupción	de	la	barrera	
hematoencefálica
BCSFB	 	del	inglés:	blood-cerebrospinal	fluid	barrier,	barrera	del	fluído	hemato-
cerebroespinal
BSA		 	 albúmina	de	suero	bovino
BTB	 	 del	inglés:	blood-tumor	barrier;	barrera	hemato-cerebral
CBMSO	 	 Centro	de	Biología	Molecular	Severo	Ochoa
CD133		 glicoproteína
cdk4			 	 ciclina	dependiente	de	quinasa	4
CED	 	del	inglés:	Convection	Enhanced	Delivery;	administración	potenciada	
por	convección
CNS	 	 del	inglés:	central	nervous	system;	sistema	nervioso	central
CPT-11	 irinotecan
CSCs	 	 del	inglés:	cancer	stem	cells;	células	troncales	tumorales
CSCs-5	 células	troncales	tumorales	del	paciente	5
CSCs-7	 células	troncales	tumorales	del	paciente	7
CSF	 	 del	inglés:	cerebrospinal	fluid;	fluído	cerebrospinal
D-PBS		 del	inglés:	Dulbecco’s	Phosphate	Buffered	Saline;	tampón	salino
DAPI		 	 4’,6-diamidino-2-fenilindol
DMA		 	 dimetil	amina
DMEM	 del	inglés:	Dulbecco	modified	Eagle’s	medium;	medio	de	Eagle	
modificado	por	Dulbecco
EDTA	 del	inglés:	ethylenediaminetetraacetic	acid;	ácido	
etilendiaminotetraacético,
EGFR	 	 del	inglés:	epidermal	growth	factor;	factor	de	crecimiento	epidérmico
eIF4E		 del	iglés:	Eukaryotic	translation	initiation	factor	4E;	factor	de	inicio	de	la	
traducción	en	eucariotas	4E
ELISA			 del	inglés:	Enzyme-Linked	ImmunoSorbent	Assay
FKB12		 FK506-	proteína	de	unión,	12	kDa
GBM	 	 glioblastoma	multiforme
GßL	 	 	subunidad	de	mTOR	con	actividad	GTPasa
GTP	 	 guanisín	trifosfato
HGF/SF	 del	inglés:	hepatocyte	growth	factor/scatter	factor;	factor	de	crecimiento	
de	hepatocitos
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i.p.	 	 intraperitoneal
IC	 	 	immunoquimica	
IHC	 	 	immunohistoquimica
IP		 	 yoduro	de	propidio
JAK-STAT		 del	inglés:	Janus	kinase-	Signal	Transducer	and	Activator	of	
Transcription;	quinas	Janus-	traductor	e	señal	y	activador	de	
transcripción
mAc	 	 	anticuerpo	monoclonal;	
mLST8	 subunidad	de	mTOR	con	actividad	GTPasa
MRI	 del	inglés:	Magnetic	Resonance	Imaging;	imagen	de	resonancia	
magnética
MS		 	 del	inglés:	Median	Survival;	media	de	supervivencia
mSIN1		 	proteína	quinasa	de	mamíferos	activada	por	estrés
mTOR-	 del	inglés:	mammalian	target	of	rapamycin;	diana	de	la	rapamicina	en	
mamíferos
mTORC1	 del	inglés:	mammalian	target	of	rapamycin	complex	1;	complejo	1	de	la	
diana	de	la	rapamicina	en	mamíferos
mTORC2	 del	inglés:	mammalian	target	of	rapamycin	complex	1;	complejo	1	de	la	
diana	de	la	rapamicina	en	mamíferos
MTT		 	 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio	bromuro
NCI		 	 del	inglés:	National	Cancer	Institute;	instituto	nacional	del	cáncer
NF1	 	 neurofibromatosis	1
nLs-CPT-11	 nanoliposomas	cargados	con	CPT-11
NSC	 	 del	inglés:	neural	stem	cells;	células	troncales	tumorales
NSCs		 	 del	inglés:	neural	stem	cells;	células	troncales	neurales
O.D.		 	 del	inglés:	Optic	Density;	densidad	óptica
o.n.	 	 del	inglés:	overnight;	toda	la	noche
p16		 	 inhibidor	2A	de	quinasa	dependiente	de	ciclina
p21		 	 quinasa	inhibidora	dependiente	de	ciclina	1
p70S6			 del	inglés:	protein	S6	kinase;	proteína	6	quinasa
pAc	 	 	anticuerpo	policlonal;	
PBS		 	 del	inglés:	Phosphate	Buffered	Saline;	tampón	fosfato	salino
PDGF		 del	inglés:	platelet-derived	growth	factor;	factor	de	crecimiento	derivado	
de	plaqueta
PEG	400	 del	inglés:	Polyethylene	glycol;	polietileno	glicol
PFA	 	 paraformaldehído
PI3K		 	 del	inglés:	Phosphatidylinositol	3-kinase;	fosfoinositol	3-quinasa
PKC	 	 proteín	quinasa	C
PMSF	 	 Fenil-metil-sulfonil	fluoruro
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PRAS40		 substrato	de	AKT	rico	en	prolina
pRb		 	 proteína	de	retinoblastoma
pS6	 del	inglés:	Phospho-S6	Ribosomal	Protein;	proteína	ribosomal	
fosforilada	S6
PTEN		 del	inglés:	phosphatase	and	tensin	homolog;	fosfatasa	y	tensina	
homóloga
RLUs		 del	inglés:	Relative	Luminiscence	Units;	unidades	relativas	de	
luminiscencia
rnu/rnu		 ratas	desnudas	atímicas
RT	 	 temperatura	ambiente
S6K1	 	 del	inglés:	protein	S6	kinase;	proteína	S6	quinasa
SDS			 	 del	inglés:	sodium	dodecyl	sulfate,	dodecilsulfato	sódico
SDS-PAGE		 ectroforesis	en	gel	de	poliacrilamida	con	dodecilsulfato
SN-38	 	 	7-etil-10-hidroxicamptotecina
TCGA	 	 del	inglés:	the	cancer	genome	atlas;	atlas	genómico	del	cáncer
TRAIL		 del	inglés:	tumor	necrosis	factor-related	apoptosis-inducing	ligand;	
ligando	inductor	de	la	apoptosis	relacionado	con	el	factor	de	la	necrosis	
tumoral
TSC1-TSC2-		 del	ingle´s:	hamartin-tuberin	complex;	complejo	tubero	esclerosis
UCSF	 del	inglés:	University	of	California	San	Francisco;	Universidad	de	
California	San	Francisco
UTR		 	 del	inglés:	untranslated	region;	región	no	traducida
VEGF	 del	inglés:	vascular	endotelial	growth	factor;	factor	vascular	endotelial	
de	crecimiento
WB		 	 western	blot	
WHO	 del	inglés:	World	Health	Organization;	organización	mundial	de	la	salud
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Tabla 1.1 Clasificación WHO de tumores astrocíticos y sus rasgos característicos 
WHO 
(grado) 
WHO 
(nombre) 
Edad  
(en el 
diágnostico) 
Proporción 
Hombre 
/mujer  
Supervivencia 
(años) 
I  Astrocitoma 
pilocítico  
10  1:1  Variable. Cura 
común 
II  Astrocitoma 
difuso 
34  1.18:1  5 (2-12+) 
III  Astrocitoma 
anaplásico 
41  1.8:1  2 (1-5) 
IV  Glioblastoma 
multiforme 
53  1.5:1  1 (0.25-1.5) 
 
1.1- Tumores cerebrales primarios: el glioblastoma multiforme
Los	tumores	cerebrales	primarios	constituyen	un	grupo	variado	de	neoplasias	que	
proceden	de	diversos	linajes	celulares.	Estos	tumores	son	extremadamente	mortales	y	
relativamente	poco	frecuentes	en	comparación	con	otros	tipos	de	cánceres.	En	Europa	
representan	el	1.92%	de	 los	 tumores,	poseyendo	una	mortandad	del	70%	 (Ferlay	et	
al.	2010).	En	los	Estados	Unidos	de	América,	representan	el	1.49%	de	los	tumores	y	
poseen	una	tasa	de	mortalidad	del	76%.	Su	frecuencia	es	de	entre	15	y	20	casos	por	
cada	100.000	habitantes	[CBTRUS-	Central	Brain	Tumor	Registry	of	the	United	States,	
(CBTRUS	2010)].	Los	tumores	cerebrales	malignos	están	entre	las	10	principales	causas	
de	muerte	relacionadas	con	el	cáncer.
Los	 tumores	 cerebrales	 primarios	 han	 sido	 tradicionalmente	 clasificados	 de	
acuerdo	con	sus	características	morfológicas	en	base	al	origen	filogénico	del	tejido.	Los	
tumores	de	origen	neuroepitelial	engloban	a	un	subgrupo	de	neoplasias	conocidas	como	
gliomas,	las	cuales	representan	entre	el	40	y	el	60%	de	los	mismos	(CBTRUS	2010);	
(Ferlay	et	al.	2010).	La	biología	de	los	gliomas	malignos	es	única.	Aunque	teóricamente	
pueden	desembocar	en	una	metástasis	sistémica,	esto	es	un	hecho	 infrequente.	Los	
astrocitomas	 son	 uno	 de	 los	 tipos	 más	 frecuentes	 de	 gliomas	 y	 están	 subdivididos	
en	 cuatro	 grados	 siguiendo	 la	 clasificación	 de	 la	 Organización	Mundial	 de	 la	 Salud	
(WHO).	Los	astrocitomas	de	grado	I	(astrocitomas	pilocíticos)	y	grado	II	(astrocitomas	
difusos)	representan	las	formas	más	benignas,	mientras	que	los	grados	III	(astrocitomas	
anaplásicos)	y	IV	(glioblastoma	multiforme)	son	los	más	malignos	y	agresivos,	debido	
a	 su	 capacidad	 para	 infiltrarse	 en	 el	 tejido	 circundante,	 dificultando	 su	 erradicación	
mediante	extracción	quirúrgica	(Tabla	1.1).
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El	glioblastoma	multiforme	(GBM)	es	el	más	frecuente	y	virulento	de	los	tumores	
cerebrales	primarios,	representando	el	50%	de	todos	los	gliomas	(Surawicz	1998).	Se	trata	
de	una	neoplasia	que	puede	tener	origen	astrocítico	y	que	presenta	un	comportamiento	
extraordinariamente	 agresivo	 debido	 a	 la	 invasión	 de	 amplias	 áreas	 del	 parénquima	
cerebral.	A	menudo	este	tipo	de	tumores	invaden	el	otro	hemisferio	cerebral	a	través	del	
cuerpo	calloso	(“glioma	en	alas	de	mariposa”).	Los	GBMs	pueden	surgir	en	individuos	
previamente	sanos	(GBMs	primarios)	o	pueden	proceder	de	la	transformación	maligna	
de	gliomas	de	grado	bajo	(GBMs	secundarios).	El	término	multiforme	hace	referencia	
a	la	alta	heterogeneidad	celular,	constituyendo	uno	de	los	mayores	problemas	para	su	
clasificación	y	gradación.	
El	diagnóstico	en	pacientes	con	gliomas	malignos	es	todavía	poco	esperanzador.	
Su	supervivencia	media	es	de	menos	de	un	año	desde	el	diagnóstico	(Gupta	and	Sarin	
2002),	a	pesar	del	uso	multidisciplinar	de	cirugía,	quimioterapia	y	radioterapia	(Mitchell	
et	al.	2005).	Sólo	el	5%	de	los	pacientes	sobrevive	5	años	después	de	su	diagnóstico.	
La	completa	eliminación	del	tumor	mediante	cirugía	es	a	menudo	imposible	sin	causar	
un	daño	neurológico	severo	debido	a	su	rápido	crecimiento,	invadiendo	el	parénquima	
cerebral	circundante	(Holland	2000).	La	recurrencia	del	tumor	tiene	lugar	generalmente	
en	el	tejido	adyacente	a	la	zona	de	la	extracción,	lo	cual	es	coherente	con	su	carácter	
altamente	invasivo.	
1.1.1- Subclasificación molecular del glioblastoma multiforme
Parte	del	esfuerzo	realizado	para	comprender	el	proceso	de	formación	del	GBM	se	
ha	centrado	en	determinar	alteraciones	genéticas	fundamentales.	Dichas	alteraciones	
afectan	 a	 genes	 implicados	 en	 procesos	 celulares	 clave	 como	 la	 transducción	 de	
señales,	el	crecimiento	celular,	el	control	del	ciclo	celular,	la	proliferación,	la	apoptosis	y	
los	procesos	de	diferenciación	(Tabla	1.2).
Tabla 1.2 Principales alteraciones genéticas en GBM primarios 
Alteración genética  Procesos celulares  Frecuencia (%) 
EGFR  Transducción de señales  Amplificación 40% 
Sobreexpresión 60% 
Mutación 20-30% 
MDM2  Arresto del ciclo celular  Amplificación <10% 
Sobreexpresión >50% 
p16  Arresto del ciclo celular  Deleción 30-40% 
PTEN  Transducción de señales  Mutación 30% 
RB  Arresto del ciclo celular  Alteración 14% 
TP53  Arresto del ciclo celular  Mutación 28% 
PI3K  Transducción de señales  Mutación/Amplificación 
20% 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Los	 estudios	 genéticos	 y	 el	 análisis	 de	 los	 pacientes	 demuestran	 que	 existen	
diferentes	subgrupos	dentro	de	los	4	grados	definidos	por	la	WHO	(Phillips	et	al.	2006;	
Brennan	et	 al.	 2009;	Verhaak	et	 al.	 2010).	 Los	estudios	a	gran	escala	de	expresión	
génica	en	GBM	han	demostrado	que	los	perfiles	de	trascripción	reflejan	la	biología	del	
tumor	y	pueden	ser	utilizados	para	su	clasificación	y	la	predicción	de	la	respuesta	a	un	
tratamiento	determinado	(Van	Meir	et	al.	2010).	Un	total	de	4	sugrupos	diferentes	de	
GBM	han	sido	definidos	hasta	la	fecha:	proneural	o	PDGF;	clásico,	proliferativo	o	EGFR;	
neural;	y	mesenquimal	o	NF1.	Los	perfiles	de	expresión	génica	de	los	distintos	subgrupos	
de	GBM	muestran	una	fuerte	correlación	con	los	perfiles	de	expresión	de	los	diferentes	
linajes	celulares.	El	GBM	proneural	muestra	un	claro	enriquecimiento	en	marcadores	
de	oligodendrocitos.	El	 subgrupo	del	GBM	clásico	está	 fuertemente	asociado	 con	 la	
presencia	de	marcadores	de	astrocitos.	El	subgrupo	del	GBM	neural	está	asociado	a	
marcadores	 relacionados	con	 la	diferenciación	de	oligodendrocitos	y	astrocitos,	pero	
también	está	fuertemente	enriquecido	en	genes	expresados	en	neuronas.	El	subgrupo	
de	GBM	mesenquimal	está	 fuertemente	 relacionado	con	marcadores	astrogliales.	La	
recurrencia	de	tumores	ha	sido	observada	en	todos	los	subtipos	de	GBM	y	los	datos	
sugieren	 que	 los	 tumores	 no	 cambian	 de	 subgrupo	 durante	 el	 proceso	 de	 recidiva	
(Verhaak	et	al.	2010),	(Tabla	1.3).
Uno	de	los	aspectos	más	interesantes	de	definir	subgrupos	dentro	de	los	tumores	
es	que,	de	este	modo,	se	puede	estratificar	mejor	la	terapia	a	aplicar	en	cada	paciente,	
esperando	una	 respuesta	mucho	más	homogénea	dentro	de	un	subgrupo	que	entre	
distintos	subgrupos.	En	el	futuro	se	intuyen	progresos	en	este	área	gracias	al	esfuerzo	
de	la	TCGA	(The	Cancer	Genome	Atlas).	
Tabla 1.3 Distribución de genes habitualmente mutados en las subclases de GBM.  
 
Gen  Proneural  Neural  Clásico  Mesenquimal 
TP53  54 %  21 %  0 %  32 % 
PTEN  16 %  21%  23 %  32 % 
NF1  5%  16 %  5 %  37 % 
EGFR  16 %  26 %  32 %  5 % 
IDH1  30 %  5 %  0 %  0 % 
PIK3R1  19 %    11 %  5 %  0 % 
RB1  3 %  5 %  0 %  13 % 
ERBB2  5 %  16 %  5 %  3 % 
EGFRvIII  3 %  0 %  23 %  3 % 
PIK3CA  8 %  5 %  5 %  3 % 
PDGFRA  11 %  0 %  0 %  0 % 
Alteraciones génicas características de cada grupo 
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Vías de señalización alteradas en los glioblastomas
 
Durante	 su	 desarrollo	 los	 GBMs	 muestran	 una	 variedad	 de	 alteraciones	
moleculares	en	 las	diferentes	vías	de	señalización	activas	(Ohgaki	2005;	Ohgaki	and	
Kleihues	2007;	Ohgaki	and	Kleihues	2009).	Las	hay	que	afectan	a	la	señalización	de	
factores	 de	 crecimiento,	mientras	 que	 otras	 afectan	 a	 la	 regulación	 del	 ciclo	 celular.	
Dentro	 de	 las	 primeras,	 las	más	 importantes	 son:	 las	 que	 alteran	 los	 receptores	 de	
membrana:	PDGFR,	EGFR;	la	señalización	intercelular:	VEGF,	HGF/SF,	las	integrinas,	
MMPs/TIMPs;	 y	 la	 señalización	 intracelular:	 p21-RAS,	 PI3K-PTEN-Akt,	 JAK-STAT,	 y	
PKC.	De	las	alteraciones	que	involucran	al	ciclo	celular,	algunas	de	las	principales	son:	
p53,	Rb	y	p16/cdk4/ciclinaD/pRb	(Fig.	1.1).	Los	procesos	de	trasformación	combinan	la	
amplificación	o	sobreexpresión	de	oncogenes	con	la	disminución	o	la	desaparición	de	
la	expresión	de	los	genes	supresores	de	tumores.	Las	vías	de	señalización	aberrantes	
pueden	generar	bucles	autocrinos	y	paracrinos	que	estimulan	la	oncogénesis.
Estrategias terapéuticas actuales
Las	cuatro	estrategias	terapéuticas	más	utilizadas	actualmente	para	el	tratamiento	
del	GBM	son:	cirugía,	 radioterapia,	quimioterapia	 y	 terapia	 dirigida	 con	 fármacos 
moleculares específicos.	
La cirugía	aplicada	a	gliomas	malignos	resulta	un	instrumento	fundamental	para	
el	diagnóstico	y	 la	prevención	de	los	síntomas	debidos	a	la	masa	tumoral.	Aunque	la	
cirugía	es	normalmente	la	intervención	inicial,	la	elección	entre	una	resección	agresiva	
del	GBM	en	lugar	de	realizar	una	biopsia	o	resecciones	parciales,	ha	sido	uno	de	los	
temas	 de	 debate	más	 controvertidos	 entre	 los	 neurocirujanos	 oncólogos	 (Hentschel	
2005).	Sin	embargo,	en	la	última	década	se	ha	incrementado	el	número	de	neurocirujanos	
que	valoran	positivamente	 la	 resección	agresiva	del	GBM,	no	sólo	para	producir	una	
citorreducción,	sino	también	para	controlar	los	síntomas	y	poder		realizar	un	diagnóstico	
más	preciso.	El	desarrollo	de	las	técnicas	de	cirugía	produce	constantemente	avances	
en	 la	 reducción	 del	 daño	 en	 el	 tejido	 sano	 circundante.	 El	 papel	 de	 la	 cirugía	 en	 el	
diagnóstico	 es	 incuestionable.	 El	 tejido	 obtenido	 en	 el	momento	 de	 la	 operación	 es	
crítico	para	la	realización	de	un	análisis	individualizado	de	los	marcadores	moleculares	
del	tumor.		 El	principal	problema	de	 la	cirugía	es	 la	 imposibilidad	de	alcanzar	una	
resección	 completa	 del	 tumor	 debido	 a	 la	 capacidad	 de	 las	 células	 tumorales	 para	
infiltrarse	en	el	parénquima,	alejándose	de	la	masa	tumoral	principal.	Estas	células	son	
las	responsables	de	las	inevitables	recidivas	de	este	tipo	de	tumores.
La radioterapia	ha	sido	utilizada	en	el	tratamiento	de	neoplasias	cerebrales	durante	
las	últimas	seis	décadas	(Bouchard	1958).	El	primer	resultado	prometedor	en	estudios	
clínicos	demostraba	que	la	radioterapia	post-cirugía	producía	una	supervivencia	media	
de	37,5	semanas	en	pacientes	tratados	sólo	con	radioterapia	frente	a	17-25	semanas	en	
pacientes	tratados	de	forma	convencional	(Walker	et	al.	1978).	Aunque	el	tipo	de	radiación	
usada	para	el	tratamiento	de	gliomas	malignos	no	ha	cambiado	sustancialmente	durante	
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Fig. 1.1 Representación	esquemática	de	las	vías	de	señalización	aberrantes	más	frecuentes	en	GBMs.
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décadas,	 la	 capacidad	de	minimizar	 la	dosis	de	 radiación	 recibida	por	el	 tejido	sano	
circundante	se	ha	mejorado	considerablemente.	El	 tratamiento	mediante	 radioterapia	
estándar	para	esta	enfermedad	consiste	en	la	radiación	parcial	de	la	zona	del	cerebro	
afectada	durante	aproximadamente	6	semanas.	Con	el	objetivo	de	minimizar	la	radiación	
del	tejido	normal,	la	región	es	localizada	usando	resonancia	magnética	(MRI)		(Chan	et	
al.	2003).	Aunque	los	GBM	son	habitualmente	tratados	con	radioterapia,	presentan	una	
radioresistencia	significativa.	La	gran	mayoría	de	los	tumores	tratados	sufre	recurrencia	
dentro	de	la	región	tratada	con	alta	dosis	de	radiación.	No	se	ha	conseguido	probar	que	
la	intensificación	de	las	dosis	altere	significativamente	el	curso	de	la	enfermedad	(Chan	
et	al.	2002).	La	recurrencia	de	los	tumores	es	debida	a	su	capacidad	de	incrementar	la	
supervivencia	en	las	zonas	tratadas	con	radiación	mediante	la	alteración	de	las	vías	de	
señalización	(Noda	et	al.	2009).
La quimioterapia tradicional	 utiliza	 agentes	 que	 se	 pueden	 clasificar	 como	
citotóxicos	 o	 citostáticos.	 Los	 mecanismos	 de	 actuación	 comunes	 a	 los	 agentes	
citotóxicos	 usados	 en	 el	 tratamiento	 de	 GBM	 son:	 la	 alquilación	 del	 DNA,	 	 el	
entrecruzamiento	 del	 DNA,	 la	 ruptura	 de	 hebras	 del	 DNA	 y	 la	 disrupción	 del	 huso	
mitótico.	Los	agentes	citostáticos	alteran	la	biología	del	tumor	inhibiendo	el	crecimiento,	
la	 propagación	 o	 ambos	mecanismos,	 pero	 no	 afectan	 a	 la	 viabilidad	 de	 las	 células	
tumorales	directamente.	Los	mecanismos	utilizados	 	son:	promover	 la	diferenciación,	
inhibir	 la	 angiogénesis,	 inhibir	 la	 invasión	 del	 tumor	 y	 bloquear	 las	 vías	 de	 diversos	
factores	de	crecimiento.	Los	agentes	pueden	ser	administrados	solos	(Brada	et	al.	2001;	
Prados	et	al.	2006);	o	en	combinación	(Brada	et	al.	2001;	Prados	et	al.	2006;	Prados	et	
al.	2008;	Prados	et	al.	2009).	Los	agentes	quimioterapéuticos	usados	en	la	actualidad	
están	resumidos	en	la	Tabla	1.4.	
Los	beneficios	obtenidos	por	la	quimioterapia	han	sido	modestos,	y	su	utilidad	ha	
sido	puesta	en	duda	en	el	tratamiento	del	GBM.	Existen	varios	problemas	para	lograr	un	
tratamiento	efectivo,	como	la	resistencia	a	la	quimioterapia,	la	barrera	hematoencefálica	
(BBB,	del	inglés:	Brain	Blood	Barrier),	y	la	toxicidad.	
La	 mayoría	 de	 los	 agentes	 quimioterapéuticos	 citotóxicos	 inducen	 la	 muerte	
celular	mediante	la	alquilación	y	el	entrecruzamiento	del	DNA.	La	presencia	de	enzimas	
reparadoras	del	DNA	dentro	de	las	celulas	tumorales	producen	la	eliminación	del	grupo	
alquilo	 introducido	 por	 el	 agente,	 revirtiendo	 así	 el	 proceso	 letal	 y	 protegiendo	 a	 las	
células.
Otra	línea	de	investigación	importante	para	la	comprensión	de	la	resistencia	a	la	
quimioterapia	es	examinar	la	resistencia	que	presentan	las	células	troncales	tumorales.	
Además	 de	 la	 quimioresistencia,	 existe	 el	 problema	 del	 acceso	 de	 los	 agentes	
quimioterapéuticos	a	los	tumores	cerebrales:	la	presencia	de	la	BBB	restringe	su	libre	
difusión.	 Se	 han	 buscado	 soluciones	 a	 este	 problema	 tales	 como	 la	modificación	 o	
ruptura	 de	 la	 BBB	 y	 la	 quimioterapia	 intratumoral:	 inyección	 directa,	 inyección	 intra-
arterial,	 esponjas	 biodegradables	 y	 envío	 mediante	 administración	 potenciada	 por	
convección	(CED).	
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Tabla 1.4 Fármacos habituales en quimioterapia 
Fármaco  Mecanismo de 
acción 
Combinaciones 
Temozolomida 
(TMZ) 
Metilación del DNA  Cisplatino, BCNU, talidomida, 
doxorubicina, irinotecan 
Carmustina 
(BCNU) 
Agente alquilante  TMZ, irinotecan, cisplatino, 
tamoxifeno 
Procarbazina  Agente alquilante  CCNU+vincristina=(PCV), 
fotemustina, CCNU, TMZ 
Lomustina 
(CCNU) 
Agente alquilante  Procarbazina + vincristina=(PCV), 
adrianycina + VM 26 
misonidazol 
Vincristina  Disolución del huso 
mitótico 
Procarbazina + CCNU = (PCV), 
DTIC + ACNU, 
mecloretamina + procarbazina 
Carboplatino  Entrecruzamientos en 
la misma hebra de 
DNA 
Ifosfamida + VP-16, 
erlotinib, tamoxifeno, VP-16 
Etoposido 
(VP-16) 
Ruptura DNA, actúa 
sobre topo I y II 
Carboplatino, bevacizumab, 
Ifosfamida + carboplatino, 
TMZ 
Irinotecan 
(CPT-11) 
Inhibe a la 
topoisomerasa I 
TMZ, BCNU,  
Cetuximab + bevacizumab, 
talidomida 
Ácido Cis-
Retinoico  
Provoca un fenotipo 
menos agresivo de 
GBM  
Celecoxib, TMZ,  
interferón-a, interferón-b, 
Talidomida  Antiangiogénico  Irinotecan, TMZ, 
Carboplatino+vincristina+fluvastatin 
Tamoxifeno  Inhibe actividad 
proteín quinasa C 
Celecoxib,TMZ,  
Cisplatino + etopósido 
Celecoxib  Anti-inflamatorio, 
inhibidor de 
cyclooxygenasa-2  
Topotecan + carboplatino, 
TMZ, 
TMZ + talidomida 
        Agentes citotóxicos     Agentes citostáticos   
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Por	 otro	 lado,	 se	 ha	 observado	 que	 el	 tratamiento	 con	 un	 único	 agente	 no	 es	
efectivo,	 	 por	 lo	 que	 se	 ha	 ensayado	 la	 efectividad	 de	 combinaciones	 de	 diferentes	
agentes.	Uno	de	los	problemas	que	presenta	la	quimioterapia	combinada	es	la	toxicidad;	
resulta	necesario	reducir	las	dosis,	lo	cual	puede	provocar	un	descenso	de	la	efectividad	
del	tratamiento.
El	 tratamiento	 multidiscipinar	 incluyendo	 cirugía,	 radioterapia	 y	 quimioterapia	
es	 una	 estrategia	 ampliamente	 aceptada	 para	 el	 GBM.	 La	 quimioterapia	 puede	 ser	
administrada	 en	 diferentes	 momentos	 en	 relación	 con	 los	 otros	 tratamientos.	 El	
tratamiento	complementario	es	aplicado	en	el	momento	del	diagnóstico	y	después	de	la	
cirugía	y/o	radioterapia.	El	tratamiento	neo-complementario	es	suministrado	después	de	
otras	modalidades	de	tratamiento	como	la	radioterapia.	La	quimioterapia	puede	también	
suministrarse	simultáneamente	con	otras	terapias	como	la	radioterapia.	La	quimioterapia	
es	utilizada	habitualmente	en	el	momento	de	la	recurrencia	del	tumor.
Las	alteraciones	encontradas	en	las	vías	de	señalización	que	se	han	identificado	
en	gliomas	malignos	(Fig.	1.1),	han	dado	lugar	a	una	primera	generación	de	fármacos 
moleculares específicos	 diseñados	 para	 inhibir	 dichas	 vías	 con	 un	 objetivo	
terapeútico.	Cuando	se	utilizan	agentes	únicos	se	obtiene	una	actividad	modesta,	con	
porcentajes	de	respuesta	de	10%	a	15%	sin	prolongación	de	la	supervivencia	(Wen	and	
Kesari	2008).	El	 fracaso	puede	deberse	a	 la	existencia	de	vías	múltiples	paralelas	o	
compensatorias.	Además,	los	gliomas	malignos	son	genéticamente	heterogéneos	por	lo	
que	dirigir	el	tratamiento	contra	una	única	vía	puede	no	ser	suficiente	para	controlar	el	
tumor	(Sathornsumetee	et	al.	2007).	Además,	muchos	fármacos	moleculares	tienen	una	
escasa	capacidad	de	penetración	de	la	BBB.	
Actualmente	las	estrategias	experimentales	para	incrementar	la	efectividad	de	los	
fármacos	moleculares	específicos	van	encaminadas	a	interferir	con	la	señalización	de	
múltiples	vías	o	incluso	distintas	dianas	dentro	de	la	misma	vía	mediante	el	uso	de	terapias	
combinadas	(Tabla	1.5).	En	la	actualidad	resulta	primordial	diseñar	una	estrategia	para	
determinar	la	combinación	que	resulte	más	efectiva.	La	comprensión	de	las	propiedades	
farmacológicas	de	cada	agente	utilizado	en	la	combinación	es	importante,	dado	que	en	
ocasiones	puede	existir	un	antagonismo	entre	los	agentes	empleados.
Hipótesis de las células troncales tumorales
El	cerebro	humano	adulto	se	ha	considerado	durante	mucho	tiempo	como	un	órgano	
estático	completamente	diferenciado.	Esta	idea	ha	evolucionado	y	en	nuestros	días,	se	
considera	al	cerebro	como	una	estructura	dinámica	formada	por	una	compleja	relación	
jerárquica	de	poblaciones	celulares,	en	 la	cual	 las	células	 troncales	neurales	 (NSCs,	
neural	 stem	 cells)	mantienen	 las	 poblaciones	 de	 células	maduras	 funcionales.	Dado	
que	los	organismos	viven	durante	mucho	más	tiempo	que	sus	células	diferenciadas,	los	
tejidos	y	los	órganos	necesitan	ser	regenerados.	Las	células	troncales	reemplazan	esas	
células	perdidas	y	además	son	únicas	en	cuanto	a	su	capacidad	de	autorregeneración,	
proporcionando	una	fuente	estable	de	precursores	para	los	tejidos	(Cheshier	et	al.	2009).	
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Tabla 1.5 Resumen de los fármacos de terapia dirigida actualmente usados en 
el tratamiento clínico de gliomas de alto grado 
Diana 
primaria 
Agente  Dianas 
secundarias 
Combinaciones 
EGFR  Gefitinib (ZD1839)     
  Erlotinib (OSI-774)    TMZ 
  Lapatinib (GW-572016)  HER-2   
  PF-00299804  HER-2, HER-4   
  BIBW2992  HER-2, HER-4   
  Cetuximab     
  Nimotuzumab     
EGFRvIII  CDX110     
Ras  Lonafarnib (SCH66336)    TMZ 
  Tipifarnib (R115777)    TMZ 
FGFR  Brivanib (BMS-582664)  VEGFR2   
HDAC  Vorinostat (SAHA)    TMZ 
  Ácido valproico    RT + TMZ 
  LBH589     
HGF/SF  AMG102     
HSP-90  17-AAG     
Integrinas  Cilengitido(EMD121974)    RT 
HGFR  XL184  VEGFR   
mTOR  Sirolimus (Rapamicina)    Geftinib 
  Everolimus (RAD001)    AEE788 
  Temsirolimus (CCI-779)    Erlotinib 
  Ridaforolimus (AP23573)     
PDGFR-a  IMC3G3     
PDGFR-b  Imatinib  BCR/Abl, c-Kit   
  Desatinib  Src, BCR/Abl 
cKit, ephrin A2 
 
  Tandutinib (MLN518)  Flt3, c-Kit   
PI3K  XL765  mTOR   
PKC  Enzastaurin (LY31761)     
VEGF-A  Aflibercept (VEGF Trap)  VEGF-B, PIGF   
  Bevacizumab    Irinotecan 
VEGFR  Vatalanib    TMZ, lomustina 
  Avastin     
Modificado de Sathornsumetee et al. (2007); Wen and Kesari (2008); Van Meir et al. 
(2010) 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Las	células	 troncales	neurales	presentan	tres	características	 importantes:	 (1)	 la	
capacidad	ilimitada	para	autorrenovarse,	lo	cual	permite	el	mantenimiento	de	una	reserva	
de	células	troncales	durante	la	vida	del	organismo;	(2)	la	“autorregulación”	del	número	
de	células	troncales;	y	(3)	la	capacidad	de	diferenciarse	en	todos	los	tipos	celulares	que	
componen	el	tejido	de	origen.
Los	 recientes	 avances	 en	 el	 campo	 de	 las	 células	 troncales	 han	 permitido	
el	 desarrollo	 de	 la	 hipótesis	 de	 las	 células	 troncales	 tumorales	 (CSCs,	 del	 inglés:	
cancer	 stem	 cells)	 (Reya	 et	 al.	 2001).	 Este	 concepto	 defiende	 la	 existencia	 de	 una	
pequeña	población	de	células	tumorales	(CSCs)	con	propiedades	de	células	troncales	
responsables	de	originar	y	mantener	el	tumor.	Esta	población	tendría	la	capacidad	tanto	
de	autorrenovarse	como	de	diferenciarse	hacia	todos	los	tipos	celulares	que	componen	
el	tumor.	La	tumorigenicidad	de	las	células	se	pierde	progresivamente	durante	el	proceso	
de	diferenciación,	por	lo	que	las	CSCs	serían	las	únicas	células	capaces	de	originar	el	
tumor	(Clarke	et	al.	2006)	(Fig.	1.2.A).
De	 acuerdo	 con	 la	 hipótesis	 de	 las	 CSCs,	 cualquier	 terapia	 contra	 el	 tumor	
cerebral	que	no	logre	erradicar	las	CSCs	tendrá	como	resultado	la	recidiva	a	partir	de	
las	CSCs	 residuales	 (Schulenburg	 et	 al.	 2006).	 Estudios	 recientes	 sugieren	 que	 las	
CSCs	derivadas	de	GBMs	son	resistentes	a	las	terapias	complementarias	estándar	para	
el	tratamiento	de	gliomas,	a	la	radioterapia	(Bao	et	al.	2006)	y	la	quimioterapia	incluida	
la	temozolomida	(Clement	et	al.	2007),	(Fig.	1.2.B).	Por	estos	motivos,	el	desarrollo	de	
Fig. 1.2 	Hipótesis	de	las	células	troncales	tumorales.	(A)	Modelo	jerárquico,	el	cual	predice	que	un	subgru-
po	de	células	determinado	presenta	 la	capacidad	de	generar	nuevos	 tumores,	mientras	que	 la	mayoría	
de	las	células	tumorales	carecen	de	dicha	capacidad.	(B)	Según	esta	hipótesis	los	tumores	se	mantienen	
gracias	a	un	pequeño	grupo	de	células	quimio	y	radioresistentes,	con	capacidades	de	autorrenovación	y	
diferenciación.	Las	terapias	convencionales	ayudan	a	reducir	 la	masa	del	tumor;	sin	embargo,	las	CSCs	
residuales	en	el	tumor	reducido	provocan	la	recurrencia.
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tratamientos	que	tengan	como	diana	las	CSCs	es	actualmente	un	objetivo	fundamental.
Desde	que	las	células	troncales	fueron	aisladas,	se	han	observado	varias	vías	que	
pueden	jugar	un	papel	 importante	en	el	mantenimiento	de	su	estado	troncal.	Algunas	
de	las	vías	que	han	sido	analizadas	son:		Sonic	Hedgehog,	Notch,	Jak/Stat	y	PI3K/Akt.	
Muchas	de	ellas	están	también	implicadas	en	la	tumorigénesis.	La	inhibición	de	dichas	
vías	puede	resultar	en	un	beneficio	clínico	en	el	tratamiento	de	pacientes	con	cáncer	
(Hambardzumyan	et	al.	2008a;	Hambardzumyan	et	al.	2008b;	Bleau	et	al.	2009).
1.2- Barrera hematoencefálica (BBB)
El	sistema	nervioso	central	(CNS)	es	un	órgano	fuertemente	protegido	por	barreras	
que	regulan		la	homeostasis	cerebral	y	controlan	el	transporte	de	componentes	endógenos	
dentro	del	cerebro.	El	concepto	de	barrera	hematoencefálica	fue	desarrollado	hace	más	
de	100	años,	al	evidenciarse	que	cuando	se	aplicaba	una	 inyección	 intravenosa	con	
un	 agente	 coloreado,	 la	mayoría	 de	 los	 órganos	 quedaban	 teñidos	 por	 el	 agente,	 a	
excepción	del	cerebro	y	la	espina	dorsal	(Ehrlich	1885).
En	el	cerebro	y	la	espina	dorsal	de	los	mamíferos,	la	BBB	está	producida	por	las	
células	endoteliales	que	 forman	 las	paredes	de	 los	capilares	cerebrales.	El	área	 	de	
las	paredes	de	todos	estos	microvasos	constituye	 la	mayor	superficie	de	 intercambio	
existente	de	la	sangre	cerebral,	proporcionando	una	defensa	natural	contra	los	agentes	
de	carácter	tóxico	o	infeccioso	que	circulan	en	la	sangre.	La	relativa	impermeabilidad	de	
la	BBB	se	debe	a	las	uniones	estrechas	entre	las	células	endoteliales	de	los	capilares.
La	segunda	interfase	está	formada	por	las	células	epiteliales	del	plexo	coroideo	
dispuestas	 de	 cara	 al	 fluido	 cerebroespinal,	 lo	 que	 constituye	 la	 barrera	 hemato-
fluído	 cerebrospinal	 (BCSFB).	 Algunos	 fármacos	 y	 solutos	 penetran	 en	 el	 cerebro	
principalmente	a	través	del	plexo	coroideo,	pasando	al	fluído	cerebroespinal	(CSF).	
La	tercera	interfase	está	formada	por	el	epitelio	aracnoide	de	carácter	avascular,	
localizado	 por	 debajo	 de	 la	dura mater,	 que	 cubre	 por	 completo	 el	 SNC.	Aunque	 el	
epitelio	aracnoide	también	forma	una	capa-barrera,	debido	a	su	naturaleza	avascular	y	
el	área	relativamente	pequeña	que	tiene,	no	representa	una	superficie	de	intercambio	
importante	entre	la	sangre	y	el	SNC	(Abbott	et	al.	2010)	(Fig.	1.3).
La	función	de	barrera	resulta	de	la	combinación	de	las	barreras	física,	de	transporte	
y	metabólica	 (Gabathuler	 2010).	 Las	 barreras	 restringen	el	 acceso	hasta	 las	 células	
cerebrales	permitiendo	la	entrada	solamente	a:	(1)	pequeñas	moléculas		hidrófilas	como	
aminoácidos,	glucosa,	y	otras	moléculas	necesarias	para	la	supervivencia	de	las	células	
cerebrales;	 (2)	 moléculas	 esenciales	 grandes	 de	 carácter	 hidrófilo	 como	 hormonas,	
transferrina	y	lipoproteinas;	(3)	pequeñas	moléculas	lipófilas	mediante	difusión	pasiva.
Se	 ha	 observado	 que	 la	BBB	 se	 interrumpe	 en	 el	 contexto	 de	 los	 tumores	 de	
alto	grado,	pero,	aun	así,	 actúa	 todavía	 como	una	barrera	 contra	muchos	 fármacos,	
particularmente	en	la	periferia	del	tumor	(Clarke	et	al.	2010).	Existe	además	una	barrera	
especifica	 del	 tumor,	 la	 barrera	 hematotumoral	 (BTB,	 del	 inglés:	 brain	 tumor	 barrier)	
con	importantes	diferencias	respecto	a	la	BBB	normal	(Provenzale	et	al.	2005).	Existen	
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Fig. 1.3 	Localización	de	las	tres	principales	barreras	entre	la	sangre	y	el	cerebro.	(A)	La	BBB,	tiene	lugar	
en	 los	 capilares	 que	 irrigan	el	 cerebro,	 cuyas	 células	 endoteliales	 presentan	uniones	 estrechas.	 (B)	 La	
BCSFB,	está	localizada	en	el	plexo	coroideo	en	los	ventrículos	lateral,	tercero	y	cuarto	del	cerebro	donde	
las	células	epiteliales	presentan	también	uniones	estrechas	en	la	superficie	epitelial	de	cara	al	CSF.	(C)	La	
barrera	aracnoidea;	el	cerebro	está	envuelto	por	una	membrana	aracnoidea	situada	bajo	la	dura	mater.		El	
epitelio	aracnoideo	es	una	multicapa	que	presenta	uniones	estrechas	entre	las	células	en	la	capa	interna	
que	forma	una	barrera	efectiva.	(ECF-	extracellular	fluid	fluido	extracelular;	CSF-	cerebrospinal	fluid	fluido	
cerebroespinal).	Figura	modificada	de	(Abbott	et	al.	2010).
distintas	poblaciones	de	microvasos	en	la	BTB	que	poseen	propiedades	distintas	a	sus	
equivalentes	 fisiológicos:	 (1)	 una	 población	 de	microvasos	 continua	 no	 fenestrados,	
como	los	del	cerebro	normal;	(2)	una	población	de	microvasos	continua,	con	capilares	
fenestrados;	y	(3)	una	población	de	capilares	con	huecos		interendoteliales	que	pueden	
llegar	a	medir	hasta	1	µm	(Groothuis	2000).
1.3- Administración de fármacos
La	función	fisiológica	de	la	BBB	de	conservar	la	homeostasis	mediante	el	transporte	
selectivo	 de	 nutrientes,	 implica	 una	 restricción	 para	 la	 efectividad	 de	 las	 terapias	
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utilizadas	 contra	 el	 tumor	 cerebral.	 Solamente	 pequeñas	moléculas	 lipófilas	 pueden	
pasar,	 mediante	 difusión	 pasiva	 a	 través	 de	 la	 BBB.	 Pequeñas	moléculas	 hidrófilas	
(aminoácidos,	glucosa	y	otras	moléculas	necesarias	para	la	supervivencia	de	las	células	
cerebrales)	y	moléculas	de	mayor	tamaño	o	moléculas	esenciales	hidrófilas	(hormonas	
y	 lipoproteínas)	 utilizan	 transportadores	 y	 receptores	 específicos	 respectivamente	
(Gabathuler	2010).
Algunas	estrategias	para	mejorar	 la	eficacia	en	 la	 introducción	de	 los	 fármacos	
en	los	tumores	cerebrales	han	sido	probadas	en	investigaciones	preclínicas	y	clínicas.	
Estas	 estrategias	 incluyen	 entre	 otras:	 (1)	 administración	 de	 fármacos	 de	 forma	 no	
invasiva	 y	 sin	 disrupción	 de	 la	 BBB,	 basada	 en	 la	 reformulación	 de	 medicamentos	
facilitando	 de	 esta	 manera	 el	 transporte	 dentro	 del	 cerebro	 mediante	 el	 incremento	
de	la	solubilidad	y	estabilidad	en	el	plasma	(como,	por	ejemplo,	la	conjugación	directa	
de	medicamentos	 antitumorales	 para	 aumentar	 la	 lipofilicidad	 o	 la	 co-administración	
de	agentes	quimioterapéuticos	con	 inhibidores	de	 transportadores	de	flujo);	 (2)	envío	
fisiológico	no	invasivo	de	medicamentos	mediante	transportadores	como	nanopartículas,	
liposomas,	o	micelas	poliméricas;	 (3)	estrategias	de	envío	 invasivo	del	medicamento	
(como	son	el	envío	intra-arterial	con	disrupción	de	la	BBB,	la	administración	potenciada	
por	convección	o	las	esponjas	impregnadas	de	agentes	quimioterapeúticos	(Laquintana	
et	al.	2009).
1.3.1- Administración potenciada por convección (CED)
La	 administración	 potenciada	 por	 convección	 (CED,	 del	 inglés:	 convention	
enhanced	delivery)	es	una	opción	experimental	en	el	tratamiento	de	tumores	cerebrales.	
Consiste	en	la	administración	intracraneal	directa	del	fármaco	mediante	un	mecanismo	
de	 flujo	 positivo	 que	 transporta	 y	 distribuye	 macromoléculas	 a	 regiones	 concretas	
(Bobo	 et	 al.	 1994).	 El	 CED	 presenta	 varias	 ventajas	 comparado	 con	 otros	métodos	
tradicionales	de	administración	de	medicamentos:	(1)	evita	la	BBB	por	lo	que	se	puede	
usar	para	descargar	agentes	terapéuticos	con	independencia	de	su	peso	molecular;	(2)	
proporciona	un	aterrizaje	directo	en	la	región	del	cerebro	escogida	donde	se	introduce	el	
catéter;	esta	capacidad	de	escoger	el	área	diana	sirve	para	limitar	posibles	toxicidades,	
de	 tipo	 sistémico	 y	neurológico;	 (3)	 el	CED	permite	asimismo	un	mayor	 volumen	de	
distribución	 que	 los	 métodos	 tradicionales;	 (4)	 la	 concentración	 del	 agente	 que	 se	
alcanza	en	el	tumor	es	100	veces	mayor	que	en	el	caso	de	la	administración	intratecal	
y	entre	1000	y	10000	veces	mayor	que	con	la	administración	intravenosa	(Huynh	et	al.	
2006;	Ferguson	et	al.	2007;	Bidros	and	Vogelbaum	2009).	
Existen	 algunos	 factores	 que	 afectan	 a	 la	 distribución	 de	 los	 medicamentos	
cuando	se	suministran	mediante	CED.	Estos	factores	son:	la	velocidad	de	la	descarga,	
el	tamaño	de	la	cánula,	el	volumen	de	la	entrega,	la	presión	intersticial	de	fluidos,	las	
características	de	la	partícula	administrada	y	la	estructura	del	tejido	tumoral.	Una	de	las	
limitaciones	del	CED	en	los	cerebros	de	roedores	es	que	velocidades	de	descarga	de	10	
µl/min	y	mayores	inducen	un	incremento	del	daño	del	tejido	en	el	extremo	de	la	cánula.	
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Velocidades	de	0.5	µl/min	muestran	volúmenes	de	distribución	similares	a	los	obtenidos	
a	velocidades	de	5	µl/min;	 se	ha	observado	que	velocidades	menores	de	suministro	
reducen	el	daño	en	el	tejido,	incrementando	el	volumen	de	la	distribución	(Krauze	et	al.	
2005).	
Los	 diferentes	 tamaños	 de	 la	 cánula	 muestran	 distintos	 patrones	 de	 difusión.	
La	 aguja	 de	 calibre	 32,	 una	 de	 las	 agujas	metálicas	mas	 pequeñas	 comercialmente	
disponibles,	presenta	reflujo;	en	cambio,	la	aguja	de	calibre		27	(0,416	mm	de	diámetro	
externo)	de	sílice	presenta	una	reducción	del	reflujo	(Krauze	et	al.	2005).	
Se	han	diseñado	distintos	modelos	de	la	cánula	con	el	objetivo	de	reducir	el	reflujo	
producido	 durante	 la	 administración,	 alcanzándose	 una	 dramática	 reducción	 con	 la	
cánula	escalonada	(consistente	en	dos	tubos	de	sílice	montado	uno	dentro	de	otro)	(Yin	
et	al.	2010),	(Fig.	1.4).	
Fig. 1.4 Distribución	de	azul	de	tripano	en	gel	de	agarosa	mediante	CED.	(A)	Cánula	comercial	con	aguja	
de	calibre	24	(0,558	mm	de	diámetro	externo);	(B)	reflujo	del	azul	de	tripano	a	lo	largo	del	eje	generado	por	
la	aguja	de	calibre	24	en	gel	de	agarosa	a	1	µl/min.	(C)	Distribución	mejorada	de	azul	de	tripano	en	gel	de	
agarosa	con	una	cánula	con	diseño	escalonado	a	1	µl/min;	(D)	cánula	con	diseño	escalonado	consistente	
en	una	aguja	de	calibre	24	con	un	inserto	de	cánula	de	sílice.	(La	barra	de	escala	en	la	imagen	(A)	es	igual	
a	1	cm,	la	barra	de	escala	en	la	imagen	(D)	es	igual	a	1	mm).	(E)	CED	con	una	cánula	de	sílice	sin	diseño	
escalonado;	v=	79	µl,	velocidad=	3	µl/min.	(F)	CED	usando	una	cánula	con	un	escalón	de	1-mm;	v=	79	µl,	
velocidad	3	µl/min.	(La	aguja	presenta	un	diámetro	interior	de	319	µm	y	un	diámetro	exterior	de	431	µm	con	
un	tubo	de	sílice	insertado	que	tiene	un	diámetro	interior	de	99	µm	y	un	diámetro	exterior	de	236	µm.	Figura	
modificada	de	(Krauze	et	al.	2005;	Yin	et	al.	2010).
Las	características	de	la	descarga	muestran	una	diferencia	en	el	volumen	de	la	
distribución	entre	agentes	fluorescentes	hidrofílicos	y	lipofílicos	observándose	un	mayor	
volumen	de	la	distribución	para	los	agentes	hidrofílicos	(Saito	et	al.	2006).
Debido	al	potencial	del	CED	como	método	de	distribución	de	medicamentos	en	
el	SNC,	ya	ha	sido	utilizado	en	más	de	50	ensayos	clínicos	con	pacientes	con	GBM	
(National	Cancer	 Institute	 (NCI)	 database,	www.nci.nih.gov).	El	 sistema	CED	es	una	
prometedora	técnica	que	ya	ha	alcanzado	un	cierto	éxito	en	algunos	ensayos	clínicos.	
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Algunas	mejoras	en	el	 futuro	probablemente	 incrementarán	 la	eficacia	del	CED	
resolviendo	 las	 limitaciones	de	esta	 técnica,	 tales	como	 la	utilización	de	sistemas	de	
obtención	de	imágenes	a	tiempo	real	durante	el	CED	que	hará	posible	la	monitorización	
de	 la	 distribución	 del	 agente	 y	 también	 la	 encapsulación	 de	 los	 medicamentos	 que	
incrementará	 en	 términos	 generales	 la	 eficacia	 terapéutica	 de	 los	 agentes	 tóxicos	
(Ferguson	et	al.	2007).
CED de liposomas
El	primer	ensayo	realizado	en	el	cual	se	administraron	liposomas	mediante	CED,	fue	
realizado	por	Mamot	et	al.	(2004).	Los	liposomas	pueden	dar	una	encapsulación	estable	
para	 la	 administración	de	una	gran	 cantidad	de	potentes	 fármacos	anticancerígenos	
(Drummond	et	al.	1999).	La	aplicación	mediante	CED	de	liposomas	cargados	pueden	
ser	una	buena	opción	para	el	tratamiento	de	GBM.
La	CED	de	liposomas	que	contienen	agentes	farmacéuticos,	parece	alcanzar	una	
amplia	y	eficiente	distribución	en	cerebros	normales	de	roedores	y	en	xenotransplantes	
de	 tumores	 intracraneales,	manteniéndose	 la	 gran	 parte	 del	 agente	 contenido	 en	 la	
región	de	descarga	(Saito	et	al.	2004).
En	estos	casos	los	liposomas	penetraron	eficientemente	el	tejido	tumoral	cerebral.	
Además	se	ha	observado	que	la	distribución	liposomal	se	frena	en	el	momento	que	la	
bomba	deja	de	funcionar.	Esto	es	un	dato	importante	debido	a	que	permite	cubrir	zonas	
específicas	del	tumor	con	una	cantidad	conocida	de	liposomas	y	por	lo	tanto,	de	fármaco	
encapsulado,	de	una	manera	muy	controlada	(Krauze	et	al.	2006).	
Una	vez	que	se	ha	finalizado	la	CED,	el	contenido	de	los	liposomas	es	liberado	
por	difusión	en	el	área	del	 tumor	en	el	que	ha	 tenido	 lugar	 la	convección.	Esta	 lenta	
liberación	 conduce	 a	 una	 drástica	 mejora	 de	 las	 propiedades	 farmacocinéticas	 del	
agente	encapsulado.	La	liberación	lenta	y	constante	de	fármacos	asociados	a	liposomas	
origina	poca	 toxicidad	y	una	mayor	eficacia	cuando	se	compara	con	 la	 liberación	del	
fármaco-libre	en	xenotransplantes	de	tumores	cerebrales	de	roedores.	
Ya	se	han	utilizado	en	modelos	animales	 liposomas	cargados	con	doxorubicina	
(Yamashita	 et	 al.	 2006),	 topotecan	 (Saito	 et	 al.	 2006),	 o	CPT-11	 (Noble	 et	 al.	 2006)	
mediante	 CED.	 También	 se	 han	 ensayado	 combinaciones	 (Krauze	 et	 al.	 2007)	 y	
demostrado	su	validez	en	modelos	caninos	(Dickinson	et	al.	2008);	en	todos	los	casos	se	
consiguió	incrementar	la	supervivencia	de	los	animales	tratados	con	CED	y	liposomas.	
1.3.2- Bomba osmótica
Las	bombas	osmóticas	han	sido	muy	utilizadas	como	método	de	administración	
intratumoral	directa.	Ofrecen	la	posibilidad	de	que	los	agentes	empleados	alcancen	una	
concentración	terapéutica	de	forma	rápida.	La	tecnología	de	las	bombas	osmóticas	es	
especialmente	atractiva	para	moléculas	que	tienen	actividades	sistémicas	o	periféricas	
que	resultan	en	un	efecto	negativo,	o	para	fármacos	estables	que	son	efectivos	pero	
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tienen	una	limitada	penetrancia	en	el	tejido	de	interés.
El	 reservorio	 de	 la	 bomba	 osmótica	 es	 implantado	 subcutáneamente	 y	 el	
medicamento	es	liberado	desde	el	reservorio,	mediante	un	tubo	de	silicona,	a	una	cánula	
localizada	en	el	tejido	diana	(Shoichet	and	Winn	2000).	
Las	ventajas	de	las	bombas	osmóticas	son:	consiste	en	un	sistema	de	descargas	
continuadas	 a	 ritmo	 constante;	 el	 tiempo	 de	 liberación	 del	 fármaco	 es	 ampliado	 al	
tiempo	en	el	cual	la	rata	lleva	la	bomba	osmótica;	el	medicamento	es	administrado	sin	
intervención	del	investigador	una	vez	la	bomba	está	instalada;	el	tratamiento	permite	el	
movimiento	libre	del	animal;	comparado	con	los	implantes	biodegradables,	las	bombas	
han	demostrado	una	mejora	en	la	liberación	(Mairs	et	al.	2000)	y	además,	los	dispositivos	
son	muy	ligeros	comparados	con	otras	jeringuillas-bomba	portátiles	(Cooper	et	al.	2007).
Pese	 a	 todas	 estas	 ventajas,	 se	 han	 encontrado	 serias	 limitaciones	 en	 el	 uso	
de	 las	bombas	osmóticas	debido	a	 la	necesidad	de	 la	aplicación	de	una	presión	que	
conduzca	a	la	liberación	del	fármaco,	que	en	algunos	casos	resulta	en	una	liberación	
inconstante	del	medicamento	 (Ommaya	1984;	Stahl	 1988).	Además	pueden	 también	
fallar	debido	a	obstrucciones	de	la	cánula	causadas	por	la	precipitación	del	fármaco	u	
otras	sustancias.	
Las	bombas	osmóticas	han	sido	utilizadas	en	una	gran	cantidad	de	estudios	en	
los	que	se	requiere	la	liberación	de	un	fármaco	a	una	zona	concreta	del	organismo	del	
animal	(ALZET	2010).
1.4- Vía de mTOR
La	vía	de	señalización	de	 la	diana	de	 la	 rapamicina	de	mamíferos	 (mTOR,	del	
inglés:	mammalian	target	of	rapamycin),	se	encuentra	con	frecuencia	alterada	en	GBM.	
La	vía	de	mTOR	integra	señales	intracelulares	y	extracelulares;	actúa	como	interruptor	
celular	 del	 catabolismo	y	anabolismo	 celular	 regulando	de	esta	 forma	el	 crecimiento	
celular,	 la	proliferación,	 la	organización	del	citoesqueleto,	 la	transcripción	del	DNA,	 la	
síntesis	de	proteínas,	 la	biogénesis	ribosomal	y	 la	supervivencia	celular	(Faivre	et	al.	
2006).	Su	activación	es	aberrante	en	mucho	 tipos	de	 tumores:	pancreático,	gástrico,	
ovárico,	de	mama	y	GBM	[(CGARN)	2008;	Parsons	et	al.	2008].	
1.4.1- mTOR: un complejo multi-proteico
La	proteína	mTOR	es	 una	 serín-treonín	 quinasa	de	289-kDa,	 que	pertenece	a	
la	 familia	 de	 las	 quinasas	 relacionadas	 a	 PI3K	 (PhosphoInositde	 3-Kinase),	 ha	 sido	
conservada	a	lo	largo	de	toda	la	evolución.
En	 las	células	de	mamíferos	mTOR	existe	en	al	menos	dos	complejos	 física	y	
funcionalmente	 diferentes,	 comúnmente	 conocidos	 como	 complejo	 1	 (mTORC1)	 y	
complejo	2	(mTORC2).
El	mTORC1,	entre	otras	funciones,	estimula	el	crecimiento	y	proliferación	celular	
mediante	el	aumento	de	la	iniciación	de	la	traducción	dependiente	de	cap	en	respuesta	
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a	nutrientes,	hormonas	y	 factores	de	crecimiento;	 inhibe	 la	autofagia;	 juega	un	papel	
importante	 en	 la	 regulación	 de	 síntesis	 de	 lípidos	 y	 en	 el	metabolismo	 y	 biogénesis	
mitocondrial;	 además	 probablemente	 participa	 en	 la	 modulación	 de	 la	 síntesis	 de	
proteínas	(Laplante	and	Sabatini	2009a).	
El	 complejo	 consta	 de	 cinco	 componentes:	 mTOR	 es	 la	 subunidad	 catalítica;	
Raptor,	la	proteína	reguladora	asociada	a	mTOR;	GßL,	también	conocida	como	mLST8,	
es	 la	subunidad	con	actividad	GTPasa;	PRAS40,	substrato	de	AKT	 rico	en	prolina	y	
Deptor,	con	la	región	DEP	que	contiene	la	proteína	relacionada	con	el	mTOR	(Dowling	
et	al.	2010).	La	función	exacta	de	la	mayoría	de	las	proteínas	relacionadas	con	mTOR	
no	está	todavía	bien	definida.
Se	 ha	 descrito	 la	 implicación	 del	 complejo	 mTORC2	 en	 supervivencia	 celular,	
proliferación	y	 la	organización	del	citoesqueleto	(Sarbassov	et	al.	2004;	Sarbassov	et	
al.	2005),	pero	en	contraste	con	el	complejo	mTORC1,	el	conocimiento	de	la	biología	
de	mTORC2	es	 todavía	muy	escaso.	Este	complejo	está	compuesto	por	6	proteínas	
diferentes,	varias	de	 las	cuales	son	comunes	a	mTORC1:	mTOR;	Rictor,	 compuesto	
insensible	a	 rapamicina;	mSIN1,	proteína	quinasa	de	mamíferos	activada	por	estrés;	
Protor-1,	proteína	5	rica	en	prolina;	mLST8	y	Deptor	(Dowling	et	al.	2010)	(Fig.	1.5).
Fig. 1.5 	Diferencias	entre	mTORC1	y	mTORC2.	mTOR,	la	subunidad	catalítica,	Deptor-	DEP-dominio	y	las	
subunidades	gßL	o	mLST8,	GTPasa,	están	presentes	en	ambos	complejos.	Las	subunidades	específicas	
del	mTORC1	son:	PRAS40	 (substrato	 rico	en	prolina),	 y	Raptor	 (regulador-asociado).	Mientras	que	 las	
subunidades	específicas	del	mTORC2	son:	mSIN1	(proteína	de	estrés	en	mamíferos),	Protor-1	(proteína	5	
rica	en	prolina)	y	Rictor	(componente	insensible	a	rapamicina).
1.4.2- Componentes de la vía con anterioridad al complejo mTOR (pre-mTOR) y su 
regulación
La	regulación	pre-mTORC1	es	compleja	y	comprende	la	integración	de	multitud	
de	señales.	 Los	principales	 componentes	 cuya	alteración	afecta	a	 la	 regulación	pre-
mTORC1	en	GBM	son:	 sobre-expresión	o	mutación	de	EGFR	 (del	 inglés:	 epidermal	
growth	factor	receptor),	detectado	en	el	45%	de	 los	pacientes;	pérdida	de	función	de	
PTEN	que	ocurre	en	más	del	50%;	mutación	o	amplificación	de	la	unidad	catalítica	o	
44
Introducción
reguladora	de	PI3K,	sucede	en	más	del	10%	y	amplificación	de	Akt,	en	aproximadamente	
el	2%	de	los	pacientes	(Akhavan	et	al.	2010).
El	complejo	mTORC1	se	activa	en	respuesta	a	señales	de	factores	de	crecimiento	
a	 través	de	 la	vía	PI3K/Akt.	La	estimulación	de	PI3K	conduce	a	 la	activación	de	Akt	
mediante	 fosforilación.	 El	 pAkt	 es	 capaz	 de	 fosforilar	 el	 complejo	 hamartin-tuberin	
(TSC1-TSC2)	y	éste	a	su	vez	activará	mTORC1.
La	 vía	 de	 señalización	 PI3K/Akt	 tiene	 diversas	 formas	 de	 regulación,	 pero	 la	
más	 importante	es	debida	a	 la	actividad	del	PTEN,	gen	supresor	de	 tumores.	PTEN	
antagoniza	directamente	la	actividad	de	PI3K	reduciendo	la	concentración	de	efectores	
post-PI3K	dependientes	del	PI3K.	En	caso	de	mutación	de	PTEN,	su	función	se	pierde	
y	la	vía	de	señalización	se	hiperactiva	(Guertin	and	Sabatini	2007),	(Fig.	1.6).
Al	contrario	de	lo	que	ocurre	con	el	mTORC1,	para	el	cual	se	conocen	abundantes	
señales	 que	 influyen	 en	 su	 actividad,	 poco	 se	 conoce	 sobre	 los	 mecanismos	 que	
participan	en	la	activación	del	mTORC2.
1.4.3- Componentes y regulación de la vía con posterioridad a mTOR (post-mTOR)
Mediante	fosforilaciones,	mTORC1	modula	2	vías	de	señalización	diferentes	que	
controlan	 la	 transcripción	 de	 un	 subgrupo	 específico	 de	 mRNAs	 incluyendo	 p70S6	
(también	conocida	como	S6K1	o	proteína	S6	quinasa)	y	4EBP1	(inhibidor	de	eIF-4E).	
mTORC1	transmite	señales	de	forma	dependiente	de	la	interacción	con	Raptor;	aunque	
Raptor	no	es	una	quinasa,	es	requerido	para	la	fosforilación	de	4EBP1	y	p70S6.
La	fosforilación	del	inhibidor	de	traducción	4EBP1,	reduce	su	actividad	previniendo	
su	unión	a	eIF4E,	favoreciendo	de	esta	manera	que	eIF4E	se	una	a	la	estructura	cap	
5´-terminal	del	mRNA,	reanudando	así	la	traducción	cap-dependiente (Wullschleger	et	
al.	2006).	
Por	otra	parte,	mTOR	fosforila	y	activa	p70S6,	activándolo,	 lo	que	provoca	que	
sea	capaz	de	fosforilar	 la	subunidad	ribosomal	S6.	Posteriormente,	 la	subunidad	40S	
es	 reclutada	 en	 polisomas	 traduccionalmente	 activos;	 de	 este	 modo	 se	 aumenta	 la	
traducción	de	mRNAs,	incluyendo	los	que	codifican	proteínas	ribosomales,	factores	de	
elongación	y	factores	de	crecimiento	de	insulina	(Faivre	et	al.	2006).	La	quinasa	p70S6	
controla	varios	procesos	pro-crecimiento	incluyendo	procesos	anti-apoptóticos.
Además	de	la	bien	caracterizada	función	en	el	incremento	de	síntesis	de	proteínas	
debida	a	la	hiperactivación	de	4EBP1	y	p70S6,	mTORC1	también	estimula	la	biogénesis	
de	ribosomas,	inhibe	la	autofagia	y	potencia	la	síntesis	de	lípidos	(Laplante	and	Sabatini	
2009b)	.
Se	ha	descrito	que	mTORC2	es	el	responsable	de	la	activación	completa	de	Akt	
por	fosforilación	en	Ser308	y	Ser473	(Sarbassov	et	al.	2005),	además	de	controlar	el	
citoesqueleto	 de	 actina	 (Sarbassov	 et	 al.	 2004),	 aunque	 la	 vía	 de	 señalización	 que	
conduce	a	su	activación	no	está	bien	caracterizada.
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Fig. 1.6 	Esquema	de	la	vía	de	señalización	del	mTOR.	Adaptada	de	www.cellsignaling.com.
1.5- Rapamicina
Como	ha	sido	descrito	anteriormente,	la	vía	de	señalización	PI3K/Akt/mTOR	juega	
un	papel	 importante	en	el	desarrollo	del	 tumor.	Por	esta	 razón,	su	 inhibición	ha	sido	
considerada	una	estrategia	atractiva	para	el	tratamiento	de	diversos	cánceres	(Vivanco	
and	Sawyers	2002).	
La	rapamicina,	también	conocida	como	sirolimus	(AY-22,989),	fue	descubierta	en	
un	programa	de	búsqueda	de	nuevos	agentes	antifúngicos	y	recibe	su	nombre	debido	
a	que	 fue	aislada	de	una	muestra	de	 tierra	de	 la	 isla	Rapa	Nui	 (Sehgal	et	al.	1975).	
No	mucho	tiempo	después,	se	reconoció	su		efecto	inhibitorio	del	sistema	inmune	en	
ratas	(Martel	et	al.	1977).	Ambos	efectos,	el	antifúngico	y	el	inmunosupresor,	resultan	
de	la	habilidad	del	fármaco	de	interrumpir	la	vía	de	mTOR,	la	cual	está	relativamente	
conservada	desde	levaduras	hasta	humanos	(Vivanco	and	Sawyers	2002).	Este	fármaco	
fue	evaluado	por	el	NCI	(Developmental	Therapeuthic	Branch	of	 the	National	Cancer	
Institue)	e	identificado	como	agente	no-citotóxico	pero	con	fuerte	actividad	citostática	en	
diversos	tumores	humanos	tanto	in	vitro	como	in	vivo	(Eng	et	al.	1984;	Muthukkumar	et	
al.	1995).
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La	 rapamicina	 es	 una	 lactona	 macrocíclica	 producida	 por	 Streptomyces 
hygroscopicus (Singh	et	al.	1979)	y	es	poco	soluble	en	agua.	Debido	a	su	problema	
de	solubilidad,	se	han	diseñado	análogos	con	modificaciones	que	mejoran	esta	y	otras	
propiedades	farmacocinéticas	de	la	rapamicina,	como	la	baja	biodisponibilidad.	
Torisel	 (temsirolimus,	CCI-779,	 inhibidor	de	ciclo	celular),	everolimus	 (RAD001)	
y	 deforolimus	 (Ridaforolimus,	AP23573	 o	 MK-8669)	 son	 análogos,	 estructuralmente	
similares	a	la	rapamicina	que	difieren	tan	sólo	en	una	posición	del	anillo	lactona	(C40),	
[la	cual	no	está	relacionada	con	el	sitio	de	unión	con	el	mTOR	(Fig.	1.7)].		
Torisel	es	un	éster	ácido,	dihidroxi-metil-propinoico,	soluble	en	agua	y	es	el	único	
en	 forma	 de	 pro-fármaco	 de	 rapamicina.	 Se	 encuentra	 disponible	 comercialmente	
para	aplicación	 intravenosa	u	oral.	Una	vez	administrado	sufre	rápidamente	hidrólisis	
permitiendo	 la	 detección	 de	 rapamicina	 a	 los	 15	 minutos	 de	 la	 administración;	 y	
alcanzando	picos	de	concentración	entre	0.5	y	2	horas	después	de	ser	administrado.	
Everolimus	es	un	derivado	oral	no	es	un	pro-fármaco	y	deforolimus	está	disponible	
tanto	para	su	administración	oral	como	intravenosa	(Hartford	and	Ratain	2007).
Fig. 1.7  Estructura	química	de	los	inhibidores	de	la	vía	de	mTOR.	(A)	Rapamicina	(sirolimus),	(B)	torisel	
(temsirolimus),	(C)	RAD001	(everolimus)	y	(D)	AP23573	(deforolimus).
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1.5.1- Mecanismo antitumoral de la rapamicina
En	 células	 tumorales	 con	 la	 vía	 de	 señalización	 PI3K/Akt/mTOR	 activa,	 la	
rapamicina	forma	inicialmente	un	complejo	con	FKBP12	(12-kDa,	FK506-	proteína	de	
unión).	Este	complejo	se	une	a	FRB	(domino	de	unión	de	mTOR)	e	inhibe	la	actividad	
quinasa	de	mTORC1.	
Bajo	 la	 interacción	 con	 FKBP12/rapamicina,	 el	 mTORC1	 sufre	 cambios	
conformacionales.	Estos	cambios	estructurales	son	 los	responsables	del	efecto	de	 la	
rapamicina	sobre	p70S6	y	4E-BP1	(Fingar	and	Blenis	2004).
La	 rapamicina	 permite	 la	 fosforilación	 del	 inhibidor	 de	 traducción	 4E-BP1,	
previniendo	su	unión	a	eIF4E;	por	otra	parte,	inhibe	la	fosforilación	de	la	quinasa	p70S6,	
inactivándola	e	impidiendo	la	subsiguiente	fosforilación	de	la	subunidad	ribosomal	S6.	
Todo	ello	provoca	la	inactivación	de	las	señales	de	traducción	pro-crecimiento.
El	 resultado	de	 la	actividad	de	 la	rapamicina	es	 la	supresión	de	 la	proliferación	
celular	 junto	 con	 la	 inhibición	 de	 la	 angiogénesis	 en	 diversos	 tumores	 humanos.	
Esto	puede	ser	explicado	debido	al	arresto	del	ciclo	celular	en	G1	y	disminución	de	la	
expresión	de	VEGF.	A	nivel	molecular,	el	efecto	es	provocado	por	la	supresión,	mediada	
por	mTORC1/4EBP1,	de	la	traducción	de	mRNAs	sensibles	a	eIF4E	como	ciclina	D1,	
ciclina	D3,	VEGF	(Liu	et	al.	2009),	y	disminución	de	 los	niveles	de	MMP-2	y	MMP-9	
(Heimberger	et	al.	2005),	(Fig.	1.8).	
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mTOR
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Fig. 1.8 Esquema	de	la	vía	de	PI3K/Akt/mTOR	con	la	actividad	de	la	rapamicina.	La	mayoría	de	los	GBM	
tienen	alterado	el	gen	PTEN,	lo	cual	resulta	en	una	actividad	incrementada	de	la	vía	PI3K/Akt/mTOR.	La	
proteína	mTOR	activa	la	p70S6K.	La	kinasa	p70S6K	fosforila	la	proteína	ribosómica	S6	de	la	subunidad	
ribosómica	40S	en	las	serinas	235	y	236.	La	rapamicina	se	une	a	la	proteína	de	unión	FKBP12,	tras	lo	cual	
el	complejo	rapamicina-FKBP12	se	une	a	mTOR	inhibiendo	la	vía.	En	esas	condiciones,	la	quinasa	p70S6K	
no	puede	fosforilar	la	proteína	S6	de	la	subunidad	ribosómica	40S,	por	lo	que	dicha	subunidad	no	puede	
ser	activada.
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1.5.2- Ensayos clínicos
A	lo	largo	de	estos	últimos	años,	se	han	realizado	diversos	ensayos	clínicos	en	
fase	I	y	II	empleando	rapamicina	(Cloughesy	et	al.	2008)	y	su	análogo	torisel	(Chang	et	
al.	2004;	Chang	et	al.	2005;	Galanis	et	al.	2005;	Kuhn	et	al.	2007)	para	el	tratamiento	
de	GBM.
Los	ensayos	en	fase	II	que	han	utilizado	análogos	de	rapamicina	como	monoterapia	
no	han	demostrado	eficacia	clínica.	Aunque	el	objetivo	principal	de	supervivencia	libre	
de	 progresión	 de	 tumor	 no	 fuera	 alcanzado,	 una	 proporción	 de	 pacientes	mostraron	
evidencias	 de	 mejoras	 radiográficas	 asociadas	 con	 prolongación	 del	 tiempo	 de	
progresión;	la	mayoría	de	los	pacientes	de	este	grupo	mostró	mejoras	en	el	estado	de	
los	síntomas.
Es	 necesario	 recordar	 que	 la	 rapamicina	 puede	 ser	 efectiva	 principalmente	 en	
pacientes	 con	 tumores	dependientes	de	 la	 vía	de	mTOR.	Esto	 sugiere	 la	 necesidad	
de	la	estratificación	de	pacientes	para	éste	tratamiento	de	acuerdo	con	el	estatus	del	
regulador	pre-mTOR,	PTEN.
Actualmente	 se	 tiende	 a	 pensar	 que	 las	 terapias	 combinadas	 con	 dos	 o	 más	
fármacos	 pueden	 ser	 más	 efectivas	 que	 las	 monoterapias.	 Ya	 han	 sido	 propuestas	
varias	terapias	combinadas	con	rapamicina	para	el	tratamiento	de	GBM,	debido	a	que	
la	 rapamicina	como	medicamento	único	no	alcanzó	el	nivel	de	eficiencia	del	30%	en	
supervivencia	libre	de	progresión	a	6	meses.	
La	 rapamicina	 y	 sus	 análogos	 han	 sido	 evaluados	 en	 combinación	 con	 los	
inhibidores	 de	EGFR,	 erlotinib	 (Reardon	et	 al.	 2010)	 y	 gefitinib	 (Kreisl	 et	 al.	 2009b).	
En	este	momento	existen	varios	ensayos	clínicos	activos	que	utilizan	combinaciones	
con	 rapamicina	 y	 sus	 análogos:	 vandetanib	 y	 rapamicina;	 torisel	 y	 temozolomida;	
everolimus,	 temozolomida	 y	 radioterapia	 seguida	 del	 tratamiento	 suplementario	 con	
everolimus	y	temozolomida;	sorafenib	y	torisel;	y	torisel	y	perifosina	(http://www.cancer.
gov/clinicaltrials).
1.6- Irinotecan (CPT-11)
El	compuesto	derivado	de	la	camptotecina,	CPT-11	(irinotecan),	es	un	alcaloide	
extraído	del	árbol	chino	Camptotheca acuminata.	La	 insolubilidad	de	 la	camptotecina	
obligó	al	desarrollo	de	análogos	más	solubles,	entre	los	que	se	encuentran	el		topotecan	
y	el	CPT-11	(Slichenmyer	et	al.	1994).	El	topotecan	presenta	una	desventaja	a	la	hora	
de	su	uso	en	el	tratamiento	de	tumores	cerebrales,	ya	que	es	rápidamente	hidrolizado	a	
la	forma	inactiva,	con	el	anillo	abierto,	lo	que	limita	su	biodisponibilidad.	
El	CPT-11	es	el	 derivado	de	 la	 camptotecina	que	mejor	 se	 solubiliza	en	agua.	
Mayoritariamente	está	en	forma	de	pro-fármaco	inactivo,	susceptible	de	ser	transformado	
por	 la	 enzima	 carboxilesterasa	 a	 SN-38	 (7-etil-10-hidroxicamptotecina),	 compuesto	
1000	veces	más	activo.
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Fig. 1.9	Mecanismo	de	actuación	de	la	topoisomerasa	I	y	efecto	del	CPT-11	sobre	ella.	En	el	lado	izquier-
do	se	muestra	el	funcionamiento	de	la	topoisomerasa	I	en	condiciones	fisiológicas.	En	el	lado	derecho	se	
esquematiza	el	efecto	del	CPT-11	sobre	la	topoisomerasa	I.	La	colisión	de	la	horquilla	de	replicación	con	el	
complejo	formado	por	CPT-11	resulta	en	una	ruptura	irreversible	de	la	doble	hélice	del	DNA.
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Aunque	el	hígado	es	el	sitio	principal	de	bioactivación	de	CPT-11,	se	ha	demostrado	
que	 las	 células	 de	 glioma	 son	 capaces	 de	 convertir	 CPT-11	 en	SN-38	 directamente	
(Chen	et	al.	2003).
El	 mecanismo	 de	 acción	 de	 la	 camptotecina	 consiste	 en	 la	 inhibición	 de	 la	
topoisomerasa	 I,	 enzima	 nuclear	 esencial	 requerida	 para	 la	 relajación	 del	 DNA	 en	
conformación	superhelicoidal,	 lo	cual	permite	 los	cambios	 topológicos	que	 facilitan	 la	
transcripción	de	RNA	y	 la	replicación	de	DNA	(Singh	et	al.	2005).	Las	actividades	de	
las	 topoisomeras	 I	y	 II	están	aumentadas	significativamente	en	gliomas	malignos.	La	
actividad	de	CPT-11	provoca	la	liberación	de	la	topo	I	causado	por	la	ruptura	de	la	hebra	
sencilla	de	DNA,	(Fig.	1.9).	Estas	rupturas	provocan	el	arresto	del	ciclo	celular	en	la	fase	
S/G2	e	inducen	la	activación	de	vías	apoptóticas,	desencadenando	la	muerte	celular.	
Consecuentemente,	el	CPT-11	sólo	es	letal	si	se	encuentran	en	curso	la	replicación	del	
DNA	o	la	transcripción	del	RNA	de	la	célula	diana	(Holm	et	al.	1989).
El	CPT-11	ha	demostrado	actividad	antitumoral	en	modelos	animales	de	gliomas	
humanos	tras	su	administración	intraperitoneal	(Hare	et	al.	1997),	así	como	administrado	
intracranealmente	encapsulado	en	nanoliposomas	mediante	CED	(Noble	et	al.	2006).	
Se	 han	 llevado	 a	 cabo	 diversos	 ensayos	 clínicos	 en	 fase	 I	 y	 II,	 administrando	
CPT-11	 intravenoso	 como	 monoterapia	 en	 pacientes	 adultos	 con	 gliomas	 malignos	
recurrentes	(Friedman	et	al.	1999;	Cloughesy	et	al.	2002;	Gilbert	et	al.	2003;	Raymond	
et	al.	2003;	Batchelor	et	al.	2004;	Prados	et	al.	2004;	Prados	et	al.	2006;	Santisteban	et	
al.	2009).	Estos	ensayos	demostraron	una	limitada	actividad	clínica	como	monoterapia	
pero	en	combinación	con	otros	fármacos,	particularmente	con	temozolomida	(Gruber	and	
Buster	2004;	Reardon	et	al.	2005;	Loghin	et	al.	2007;	Quinn	et	al.	2009)	y	bevacizumab	
(Vredenburgh	et	al.	2007a;	Vredenburgh	et	al.	2007b;	Friedman	et	al.	2009;	Kreisl	et	
al.	2009a;	Xu	et	al.	2010),	han	producido	resultados	esperanzadores	con	toxicidades	
tolerables	por	el	organismo.	
Objetivos
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El	 objetivo	 principal	 de	 este	 estudio	 ha	 sido	 la	 búsqueda	 de	 posibles	mejoras	 en	 el	
tratamiento	 del	 glioblastoma	 empleando	 el	 fármaco	 rapamicina;	 para	 conseguirlo	 se	
plantearon	los	siguientes	objetivos	concretos:
1-	Estudio	del	efecto	de	diferentes	dosis	de	rapamicina	en	la	proliferación	celular,	tanto	
in	vitro	como	in	vivo.
2-	Búsqueda	del	marcador	adecuado	que	permite	cuantificar	a	 lo	 largo	del	 tiempo	 la	
actividad	de	la	rapamicina,	in	vitro	e	in	vivo.
3-	Análisis	de	distintos	calendarios	de	administración	del	fármaco	para	incrementar	la	
efectividad	del	mismo.
4-	Comparación	de	la	efectividad	de	la	rapamicina	y	de	su	análogo,	torisel,	tanto	in	vitro	
como	in	vivo.
5-	 Búsqueda	 del	método	 de	 administración	 del	 fármaco	 que	maximice	 su	 eficacia	 y	
reduzca	la	toxicidad	en	modelos	de	animales	xenotransplantados	con	células	de	GBM	
humano.
6-	 Estudio	 del	 efecto	 ejercido	 por	 la	 rapamicina	 sobre	 células	 troncales	 tumorales	
derivadas	de	GBMs	humanos	y	comparación	con	 los	 resultados	obtenidos	en	 líneas	
establecidas	tanto	in	vitro	como	in	vivo.
7-	Evaluación	de	la	actividad	terapéutica	de	la	rapamicina	en	combinación	con	el	agente	
antitumoral	CPT-11	in	vitro	e	in	vivo.	

Materiales	y	métodos
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3.1- Fármacos
3.1.1- Experimentos realizados in vitro
La rapamicina	se	obtuvo	de	LC	Laboratories	y	el	torisel	de	Wyeth	Pharmaceuticals	
(actualmente	Pfizer).	Ambos	se	prepararon	en	etanol	absoluto	(Fischer	Scientific).	Las	
concentraciones	utilizadas	por	ambos	fármacos	fueron	2,5;	5;	10;	25;	75;	125;	250;	500	
y	1000	ng/ml.
Se	 utilizó	 CPT-11 encapsulado	 en	 nanoliposomas,	 nLs-CPT-11	 (Bioscience).	
Los	liposomas	fueron	disueltos	en	PBS.	Las	concentraciones	de	nLs-CPT-11	utilizadas	
fueron		5;	10;	20;	40	y	100	µg/ml.
3.1.2- Experimentos realizados in vivo
La	 rapamicina	 (LC	 Laboratories)	 se	 disolvió	 en	 Tween	 80/	 PEG	 400/	 DMA	
(vehículo)	 para	 su	 administración	 intraperitoneal.	 El	 torisel	 (Wyeth	Pharmaceuticals),	
se	preparó	siguiendo	las	recomendaciones	de	la	casa	comercial.	Las	concentraciones	
empleadas	para	este	 tipo	de	administración	 fueron	10	 y	 25	mg/kg	en	ambos	 casos.	
Para	su	administración	intracraneal,	ambos	fármacos	se	disolvieron	en	etanol	absoluto.	
Se	 prepararon	 stocks	 de	 500;	 100;	 50;	 10;	 1;	 0,5;	 0,1	 y	 0,05	 µg/ml	 con	 los	 que	 se	
administraron	dosis		de:	10;	2;	1;	0,2;	0,02;	0,01;	0,002	y	0,001	µg/rata	respectivamente.
Los	 nLs-CPT-11 (Bioscience)	 disueltas	 en	 PBS.	 Se	 utilizaron	 para	 su	
administración	intracraneal	a	20	mg/ml	(0,4	mg/rata)	y	40	mg/ml	(0,8	mg/rata).
3.2- Líneas celulares 
Las	líneas	celulares	establecidas	de	glioblastoma	multiforme	(GBM)	U87MG	y	
U251MG se	obtuvieron del	Brain	Tumor	Research	Center	Tissue	Bank	en	la	Universidad	
de	 California,	 San	 Francisco.	 Las	 células	 se	 mantuvieron	 como	 una	 monocapa	 en	
un	medio	mínimo	esencial	Eagles	 complementado	 con	10%	de	 suero	 fetal	 bovino,	
aminoácidos	 no	 esenciales,	 0,1	 mg/ml	 de	 sulfato	 de	 estreptomicina	 y	 100	 U/ml	 de	
penicilina	G.	Las	células	se	cultivaron	a	37ºC	en	una	atmósfera	humidificada	consistente	
en	95%	de	aire	y	5%	de	CO2.
Las	células	troncales	tumorales	(CSCs)	derivadas	de	resecciones	quirúrgicas	de	
GBM	humano,	denominadas	CSCs-5	y	CSCs-7,	fueron	amablemente	suministradas	por	
Jon	Gil	(CBMSO).	Fueron	mantenidas	como	cultivos	de	neuroesferas	en	suspensión	en	
medio	de	cultivo	químicamente	definido	compuesto	por	DMEM:F12	(1:1)	complementado	
con	glutamax	(Gibco),	0,5%	Albumax	I	(Gibco),	5	mM	Hepes	(Gibco),	0,915%	Glucosa	
(Sigma),	N2	1x	(Invitrogen),	2	μg/ml	heparin	(Sigma),	20	ng/ml	EGF	y	FGF-2	(Peprotech),	
aminoácidos	(L-Ala	44	mM,	L-Asn	45	mM,	L-Asp	40	mM,	L-Glu	40	mM,	L-Pro	30	mM)		y	
gentamicina	(0,055	mg/ml).	Los	cultivos	se	mantuvieron	a	37ºC	en	una	atmósfera	con	
97%	de	humedad,	conteniendo	un	5%	CO2.
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3.3- Experimentos in vitro 
3.3.1- Ensayo de viabilidad celular
Se	 cultivaron	 4000	 células/pocillo	 en	 placas	 de	 96	 pocillos	 (Corning	 Inc.).	
Veinticuatro	horas	después,	 las	células	 fueron	expuestas	al	correspondiente	 fármaco	
a	diferentes	concentraciones	en	medio	completo.	La	mezcla	de	 tampón	Cell-titer-Glo	
y	 el	 sustrato	Cell-titer-Glo	 (CellTiter-Glo	 Luminescent	 Cell	 Viability	Assay,	 Promega),	
se	añadió	24,	48,	ó	72	horas	después	del	 inicio	del	 tratamiento.	La	 luminiscencia	de	
cada	pocillo	fue	medida	con	un	luminometro	FLx800	Multi-Detection	Microplate	Reader	
(Biotek).	La	luminiscencia	de	fondo	fue	determinada	mediante	la	incubación	de	medio	
sólo	y	restando	dicho	valor	a	los	otros	valores.	Las	fracciones	de	células	supervivientes	
se	dedujeron	de	la	extrapolación	gráfica	empleando	el	programa	Gen	5	Data	Analysis	
Software,	(Biotek).
3.3.2- Inmunocitoquímica
Para	visualizar	la	inhibición	de	mTOR	en	las	células	U87MG	y	U251MG,	mediante	
tinción	 immunocitoquímica	 y	 empleo	 del	 anticuerpo	 “Phospho-S6	 Ribosomal	 Protein	
(Ser235/236)”	(dilución	1:100;	Cell	Signaling	Technology),	 las células	se	cultivaron	en	
una	cámara	de	dos	pocillos.	Después	de	24	horas	de	incubación,	se	expusieron	a	las	
diferentes	 concentraciones	 de	 los	 fármacos	 en	medio	 completo.	Después	 de	 24,	 48	
ó	72	horas	de	 incubación,	 las	células	se	fijaron	en	 	paraformaldehído	al	4%	durante	
20	minutos.	Posteriormente,	 la	actividad	de	 la	peroxidasa	endógena	fue	anulada	con	
0,5%	H2O2	en	metanol.	Las	células	 fueron	sumergidas	en	una	disolución	de	bloqueo	
(2%	suero	normal	de	cabra,	0,01%	Triton-X	 	y	0,01%	Tween	20	en	PBS)	durante	20	
minutos.	Se	incubó	el	anticuerpo	primario,	durante	toda	la	noche	a	4ºC.	Al	día	siguiente	
se	 incubó	el	 anticuerpo	 secundario	 (Dako	En	Vision+	Dual	 Link	System	Peroxidasa;	
Dako)	durante	2	horas	a	 	 temperatura	ambiente.	 La	 señal	 se	 reveló	 con	el	 kit	Dako	
AEC	+	High	Sensitivity	Substrate	Chromogen;	(Dako)	durante	10	minutos.	Por	último	se	
aplicó	la	contratinción	con	hematoxilina	Mayer´s,	Lillie´s	Modification;	(Dako)	durante	30	
segundos.	Las	preparaciones	fueron	analizadas	con	un	microscopio	Zeiss	Imager	Z1.	
Se	utilizó	una	cámara	acoplada	con	apertura	fija	para	captar	las	imágenes.		
3.3.3- Medición de la proteína pS6 mediante ELISA 
Un	día	antes	del	tratamiento,	se	sembraron	2	x	105	células	U87MG	o	U251MG	
por	pocillo	en	una	placa	de	6	pocillos	 (Corning	 Inc.).	Las	células	 fueron	expuestas	a	
diferentes	 fármacos	 y	 concentraciones	en	medio	 completo.	Después	de	24,	 48	ó	72	
horas	 de	 incubación,	 las	 células	 fueron	 lisadas	 (tampón	 de	 lisis	 de	 Cell	 Signaling	
Technology),	los	extractos	fueron	centrifugados	(1100	rpm,	15	min,	5ºC)	y	se	recogieron	
los	sobrenadantes.	La	cantidad	de	proteína	pS6	fue	cuantificada	usando	el	kit	pS6	ELISA	
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(del	inglés:	Enzyme	Linked	Immuno	Sorbent	Assay)	Pathscan	Phospho-S6	Ribosomal	
Protein	(Ser	235/236)	Sandwich	ELISA	Kit;	(Cell	Signaling	Technology).	Se	añadieron	
75	µl	de	“Sample	Diluent”	al	mismo	volumen	de	células	lisadas	y	se	incubaron	durante	2	
horas	a	37ºC.	Después	de	cuatro	lavados	con	“Wash	Buffer”,	las	células	lisadas	fueron	
incubadas	 con	 100	 µl	 de	 “Detection	Antibody”	 durante	 1	 hora	 a	 37ºC.	 Se	 repitieron	
los	 lavados	y	después	se	 incubaron	 las	células	con	100	µl	del	anticuerpo	secundario	
“HRP-linked”	 durante	30	minutos	a	37ºC.	Una	 vez	 lavadas	 cuatro	 veces,	 las	 células	
lisadas	fueron	 incubadas	con	100	µl	de	“TMB	Substrate”	durante	10	minutos	a	37ºC.	
La	reacción	se	paró	con	100	µl	de	“STOP	Solution”.	Las	placas	se	midieron	a	450	nm	
con	un	 lector	ELx808	Multi-Detection	MIcroplate	Reader	 (Biotek).	 Los	valores	 fueron	
calculados	automáticamente	por	el	programa	Gen	5	Data	Analysis		(Biotek).
3.3.4- Extracción de proteínas para western blot
Un	día	antes	del	tratamiento,	se	sembraron	1	x	105	células	U87MG	ó	U251MG	
por	pocillo	en	una	placa	de	6	pocillos	 (Corning	 Inc.).	Se	expusieron	 las	células	a	 los	
diferentes	fármacos	y	concentraciones	en	medio	completo.	Después	de	24,	48	ó	72	horas	
de	incubación,	las	células	fueron	lisadas	y	los	extractos	de	proteínas	se	almacenaron	
a	-20ºC	hasta	su	uso.	En	el	caso	de	las	CSCs,	se	sembraron	105	células	CSCs/ml	con	
el	 tratamiento.	Después	de	3	ó	6	días	de	 incubación,	 las	células	 fueron	 lisadas	y	se	
recogieron	los	extractos.	El	tampón	de	lisis	utilizado	fue:	50	mM	Tris-HCl	pH	7,5,	300	mM	
NaCl,	0,5%	SDS,	1	%	Tritón	X-100	y	10	mM	PMSF.	En	todos	los	casos	la	concentración	
de	proteína	fue	medida	por	Dc protein assay	(BioRad).	
3.3.5- Western blot
Las	proteínas	(20	µg)	fueron	separadas	en	gel	SDS-PAGE	al	10%	y	transferidas	
a	una	membrana	de	nitrocelulosa	(Whattman).	Las	membranas	fueron	bloqueadas	con	
5	%	leche	desnatada	en	polvo	y	0,3%	tween-20	(Merck)	durante	1	hora	a	temperatura	
ambiente	e	incubadas	con	los	siguientes	anticuerpos	a	sus	correspondientes	tiempos	
de	incubación	(Tabla	3.1):	anti-pS6,	anti-S6,	anti-pAkt,	anti-Akt.	Tras	4	lavados	con	PBS	
+	0,3%	tween-20,	se	incubaron	los	anticuerpos	secundarios	apropiados	conjugados	a	
peroxidasa	y	la	reacción	se	reveló	por	quimioluminiscencia.
3.3.6- Citometría de flujo 
En	todos	los	experimentos	se	analizaron	al	menos	10.000	eventos	por	muestra	en	
el	citómetro	FACSCalibur	(BD	Bioscience).	Todos	los	eventos	fueron	preseleccionados	
en	base	a	su	tamaño	y	complejidad	(parámetros	FSC	y	SSC)	para	descartar	restos	o	
partículas	contaminantes.	El	programa	utilizado	para	evaluar	los	resultados	fue	FlowJo	
(Tree	Star).
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	 - Expresión de CD133:	 la	 expresión	 de	 CD133	 fue	 analizada	 en	 CSCs	
utilizando	 el	 anticuerpo	 CD133/2-APC	 (Miltenyi	 Biotech)	 siguiendo	 las	 instrucciones	
de	 la	 compañía.	 Las	 células	 fueron	 resuspendidas	en	PBS/	0,5%	BSA/	2mM	EDTA.	
Se	añadió	Anti-CD133	(5	µl	para	1x106	células)	a	las	muestras	que	fueron	incubadas	
durante	15	minutos	a	4ºC.	Para	 los	controles	se	añadieron	10	µl	para	1x106	 células	
de	IgG2b-APC	(Immunostep).	Las	muestras	fueron	 incubadas	durante	15	minutos	en	
oscuridad	y	a	temperatura	ambiente.	Todas	las	muestras	fueron	lavadas	dos	veces.	Se	
usó	el	láser	de	488	nm	y	se	recogió	la	emisión	a	661/16	(FL4).
- Análisis del ciclo celular:	 Se	 utilizó	 la	 tinción	 con	 yoduro	 de	 propidio	 (IP)	
para	el	análisis	de	fase	del	ciclo	celular	(G1,	S	y	G2)	y	el	DNA	fragmentado	(subG0/
G1).	Las	células	fueron	recogidas	y	fijadas	en	etanol	al	70%	a	-80ºC	durante	24	horas.	
Seguidamente	 fueron	 centrifugadas	 durante	 5	 minutos	 a	 5000	 rpm	 a	 	 temperatura	
ambiente	 y	 lavadas	 con	PBS	 complementado	 con	 1%	 de	BSA	 (Sigma).	 Las	 células	
fueron	 a	 continuación	 resuspendidas	 en	 tampón	 de	 tinción	 de	DNA	 [PBS,	 1%	BSA,	
0,375	mg/ml	RNasa	A	(Invitrogen)	y	25	µg/ml	IP	(Sigma)],	e	incubadas	durante	una	hora	
a	temperatura	ambiente	y	oscuridad.	Las	células	se	conservaron	en	hielo	y	se	analizaron	
inmediatamente.	Se	utilizó	el	láser	de	488	nm	y	se	recogió	una	emisión	a		585/42	nm	
(FL2)	para	IP.	Se	elaboró	un	histograma	representando	la	intensidad	de	fluorescencia	
(FL2-W)	de	cada	evento.	La	distribución	del	ciclo	celular	se	cuantificó	determinando	el	
porcentaje	de	células	con	una	cantidad	de	DNA	menor	de	2n	(subG0/G1),	 igual	a	2n	
(fase	G1),	igual	a	4n	(fase	G2)	y	variable	entre	2n	y	4n	(fase	S).	
Tabla 3.1. Anticuerpos usados en este estudio 
Anticuerpo Tipo Disolución Incubación Empresa Referencia Aplicación 
Actina pAc 1:1000 1 h RT Sigma A2066 WB 
Akt mAc 1:1000 o.n. 4ºC Cell 
signaling 
9272 WB 
pAkt 
Ser473 
mAc 1:1000 o.n. 4ºC Cell 
signaling 
9271 WB 
Ig-HRP 
de ratón 
pAc 1:3000 1 h RT DAKO P0161 WB 
Ig-HRP 
de conejo 
pAc 1:3000 1 h RT DAKO P0448 WB 
S6 mAc 1:5000 1 h RT Cell 
signaling 
2271 WB 
pS6 
Ser235/236 
pAc  2 h 37ºC Cell 
signaling 
7205 E 
pS6 
Ser235/236 
mAc 1:100 
 
 
o.n. 4ºC Cell 
signaling 
4858 IC/ IHC 
pS6 
Ser235/236 
pAc 1:3000 1 h RT Cell 
signaling 
2211 WB 
 
 
Tubulina mAc 1:5000 1 h RT Sigma T9026 WB 
Acrónimos utilizados en la tabla (pAc- anticuerpo policlonal; mAc- anticuerpo monoclonal; RT- 
temperatura ambiente (del inglés: room temperature); o.n.- toda la noche (del inglés: overnight); WB- 
western blot; IC- immunoquímica; IHC- immunohistoquímica). 
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3.3.7- Ensayo de agar blando
Con	el	objetivo	de	evaluar	el	potencial	tumorigénico	de	las	dos	líneas	de	CSCs	
tras	el	 tratamiento	con	rapamicina,	se	sembraron	20.000	y	10.000	células	viables	de	
las	 líneas	CSCs-5	 y	CSCs-7	 respectivamente,	 por	 pocillo	M6	en	agar	 al	 0,35%	 (BD	
Falcon).	Brevemente,	la	capa	base	se	obtuvo	de	la	mezcla	de	volúmenes	iguales	de	1%	
de	agar	estéril,	enfriado	a	40ºC,	y		medio	2x	CSC,	para	obtener	una	disolución	final	de	
agar	al	0,5%	en	medio	1x	CSC.	Para	la	capa	superior,	el	agar	fue	disuelto	al	0,7%	en	
agua	destilada,	enfriado	a	40ºC	y	luego	mezclado	a	partes	iguales	con	medio	2x	CSC.	
Inmediatamente,	las	células	fueron	añadidas	a	la	mezcla	dando	lugar	a	una	disolución	
final	de	0,35%	de	agar	en	medio	1x	CSC	con	10.000	ó	5.000	células/ml.	Las	células	
crecieron	durante	14	días	a	37ºC	en	una	atmósfera	humidificada	conteniendo	5%	CO2.	
Se	tiñeron	las	colonias	viables	con	1	ml/pocillo	de	600	mg/ml	MTT	(del	inglés	Thiazolyl	
Blue	Tetrazolium	Bromide,	Sigma).	Las	colonias	viables	fueron	fotografiadas	y	contadas	
mediante	el	software	ImageJ	(http://rsbweb.nih.gov/ij/).	
3.4- Experimentos in vivo
3.4.1- Animales
Una	cantidad	total	de	275	ratas	fueron	usadas	a	lo	 largo	de	este	estudio:	241	
ratas	 inmunodeficientes	 y	 34	 Sprague-Dawley.	 En	 los	 estudios	 de	 supervivencia,	
los	 inmunohistoquímicos	 y	 mediante	 ELISA,	 se	 utilizaron	 ratas	 macho,	 atímicas,	
inmunodeficientes,	(rnu/rnu;	150–200	g,	entre	5-8	semanas	de	edad).	Las	ratas	fueron	
compradas	 al	 National	 Cancer	 Institute	Animal	 Production	 Program	 (Frederick,	 MD,	
USA)	o	a	Harlan	Ibérica	(Barcelona).	
Para	 los	 estudios	 de	 toxicidad	 en	 el	 cerebro	 se	 usaron	 ratas	 macho	 sanas	
Sprague-Dawley	con	pesos	en	torno	a	250	g	(Charles-River	Laboratories,	Wilmington,	
MA).	
Todos	los	animales	estuvieron	bajo	condiciones	asépticas,	incluyendo	aire	filtrado,	
y	 comida,	 agua,	 y	 jaulas	esterilizadas.	Toda	 la	metodología	utilizada	en	 los	estudios	
con	animales	fue	aprobada	por	la	Universidad	de	California,	San	Francisco,	Institutional	
Animal	Care	and	Use	Committee	o	siguieron	el	Real	Decreto	Español	1201/2005	BOE.	
3.4.2- Implantación de tumores intracraneales
Las	células	fueron	recogidas	mediante	tripsinización,	lavadas	una	vez	con	PBS	
con	Ca2+	 y	Mg2+	 (D-PBS,	CMF)	 y	 resuspendidas	en	D-PBS	para	 su	 implantación	en	
el	estriado.	Se	emplearon	3x105	células	U87MG	ó	5x105	células	CSCs-5	en	10	µl	de	
D-PBS.	Las	ratas	se	mantuvieron	anestesiadas	con	 isoflurano	y	 fueron	colocadas	en	
un	pequeño	soporte	estereotáxico	(David	Kopf	Instruments,	Tujunga,	Calif.).	Se	realizó	
una	incisión	sagital	en	la	piel	para	exponer	el	cráneo,	y	se	empleó	un	pequeño	torno	
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Fig. 3.1	Localización	del	implante	intracraneal	del	tumor.		Las	células	se	implantaron	3	mm	a	la	derecha	res-
pecto	de	bregma,	a	una	profundidad	de	5	y	4.5	mm.	El	punto	azul	señala	el	lugar	de	implantación	del	tumor.
(A-	sección	coronal;	B	sección	axial	y	C-	sección	sagital).	Modificada	a	partir	de	(Paxinos	and	Watson	2007).
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de	dentista	para	 taladrar	un	agujero	en	el	cráneo	3	mm	a	 la	derecha	de	bregma.	Se	
inyectaron	5	µl	de	la	suspensión	celular	de	U87MG	a	una	profundidad	de	5	mm	desde	
la	superficie	del	cerebro.	Después	de	2	min,	se	inyectaron	otros	5	µl	a	una	profundidad	
de	 4,5	mm	 (Fig.	 3.1)	 .	 En	 el	 caso	 de	 las	 células	CSCs-5,	 se	 inyectaron	 10	 µl	 de	 la	
suspensión	celular	a	una	profundidad	de	4	mm.	Después	de	un	intervalo	de	2	min,	se	
retiró	la	aguja	y	la	herida	fue	cerrada	mediante	sutura.
3.4.3- Administración potenciada por convección (CED, del inglés: Convection-
Enhanced Delivery)
A	lo	largo	de	este	estudio,	los	nLsCPT-11,	la	rapamicina,	el	torisel	o	los	vehículos	
fueron	administrados,	en	un	volumen	de	20	µl,	mediante	CED	como	se	ha	mencionado	
previamente	en	la	 introducción	(Bankiewicz	et	al.	2000;	Saito	et	al.	2004).	El	sistema	
consistió	en	una	cánula	de	sílice	 conectada	a	una	 jeringuilla	de	100	µl,	montada	en	
una	 bomba	 de	microinstilación	 (BeeHive;	 Bioanalytical	 Systems,	West	 Lafayette,	 IN,	
USA)	que	regula	el	flujo	del	fluído	a	través	del	sistema.	Siguiendo	las	coordenadas	en	
donde	 fue	 implantado	el	 tumor,	se	monta	 la	cánula	de	sílice	con	diseño	escalonado,	
que	no	presenta	reflujo	(Krauze	et	al.	2005),	en	el	soporte	estereotáxico	y	se	introduce	
en	la	región	diana	(5	mm	de	profundidad)	en	el	cerebro	a	través	del	agujero	taladrado	
en	el	cráneo	como	se	describió	previamente.	Se	aplicó	una	inyección	a	una	velocidad	
controlada	de	0,5	µl/min	durante	40	min	introduciendo	un	volumen	total	de	20	µl	(Fig.	
3.2).	
Fig. 3.2	Esquema	de	la	administración	potenciada	por	convección	(CED).	La	cánula	de	sílice	se	conecta	a	
una	jeringuilla	de	100-µl	y	se	monta	en	una	bomba		de	microinstilación	que	regula	el	flujo	del	fluido	a	través	
del	sistema.	Siguiendo	las	coordenadas	del	lugar	donde	se	implantó	el	tumor,	la	cánula	se	monta	y	se	intro-
duce	hasta	la	zona	diana	en	el	cerebro	a	través	de	agujeros	taladrados	en	el	cráneo.
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3.4.4- Bomba osmótica 
Se	 emplearon	 bombas	 osmóticas	 para	 la	 administración	 intracraneal	 de	
rapamicina	 (1µg/ml).	 El	modelo	 empleado	 posee	 un	 depósito	 de	 2	ml	 y	 proporciona	
un	flujo	constante	de	10	µl/h	durante	7	días	(2ML1,	Alzet).	La	bomba	fue	 implantada	
de	forma	subcutanea,	por	lo	que	se	realizó	una	incisión	escapular	en	la	piel	para	crear	
una	cavidad	en	 la	que	alojar	 la	bomba.	Esta	se	conecta	con	un	catéter	de	vinilo	a	 la	
cánula	que	llega	a	la	región	diana	en	el	centro	del	tumor.	La	bomba	funciona	gracias	a	la	
diferencia	de	presión	osmótica	entre	el	interior	de	la	bomba	y	y	el	tejido	circundante.	Esta	
diferencia	provoca	la	entrada	de	agua	dentro	de	la	bomba	a	través	de	una	membrana	
semipermeable	situada	en	la	superficie	externa	de	la	bomba.	Conforme	el	agua	penetra,	
comprime	el	 reservorio	 flexible,	 desplazando	 la	 rapamicina	desde	 la	 bomba	hacia	 el	
área	diana.	La	bomba	fue	retirada	al	cabo	de	1	semana	(Fig.	3.3).	
Fig. 3.3 Esquema	de	bomba	osmótica.	La	bomba	se	implanta	de	forma	subcutánea	y	se	conecta	con	un	
catéter	de	vinilo	a	la	cánula	que	se	introduce	en	el	centro	del	tumor.
3.4.5- Tratamiento mediante inyección intraperitoneal (i.p.)	
La	rapamicina	y	el	torisel	fueron	administrados	intraperitonealmente	a	diferentes	
concentraciones	 y	 calendarios	 de	 administración	 comenzando	 7	 días	 después	 de	 la	
implantación	de	las	células	U87MG	y	28	días	en	el	caso	de	las	CSCs-5.	Los	calendarios	
de	 administración	 utilizados	 fueron:	 rapamicina	 a	 10	 mg/kg	 una	 vez	 por	 semana,	
rapamicina	 a	 25	 mg/kg	 una	 vez	 por	 semana,	 rapamicina	 a	 10	 mg/kg	 cada	 5	 días,	
rapamicina	a	10	mg/kg	los	días	7,	8,	9,	15,	16,	17	después	de	la	implantación	de	las	
células	(grupo	de	ciclo,	6	días	en	total),	torisel	a	25	mg/kg	una	vez	por	semana	y	torisel	
a	10	mg/kg	los	días	7,	8,	9,	15,	16,	17	(grupo	de	ciclo,	6	días	en	total).	
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3.4.6- Imágenes de resonancia magnética (MRI, del inglés Magnetic Resonance 
Imaging)
Los	análisis	fueron	realizados	en	un	escáner	Biospec	BMT	47/40	(Bruker	Ettlingen,	
Germany)	funcionando	a	4,7	Teslas,	equipado	con	un	sistema	de	gradiente	apantallado	
de	12	cm	de	diámetro.	Para	todos	los	animales	se	obtuvieron	las	imágenes	axiales	de	1	
mm	de	grosor	potenciados	en	T1	con	gadolinio	(0,7-1	ml/animal).	En	estas	condiciones	
los	tumores	aparecen	hiperintensos	en	las	imagenes.	Las	áreas	del	contorno	del	tumor	
fueron	determinadas	manualmente	mediante	el	sofware	ParaVIsion	(Bruker)	y	sumado	
para	obtener	el	volumen.
3.4.7- Evaluación de la toxicidad sistémica
Se	realizó	un	seguimiento	de	 las	ratas	dos	veces	al	día	para	evaluar	 la	salud	
general	(capacidad	de	alerta,	alimentación,	excrementos,	la	piel,	el	pelo,	las	membranas	
mucosas,	 respiración,	y	postura).	Los	pesos	de	 	 los	animales	 fueron	 registrados	dos	
veces	 por	 semana.	 El	 nLs-CPT-11	 fue	 utilizado	 a	 una	 dosis	 subtóxica	 determinada	
previamente	(Noble	et	al.	2006).	
3.4.8- Evaluación de la toxicidad en el cerebro
En	los	estudios	de	supervivencia,	se	realizaron	análisis	histopatológicos	de	los	
tejidos	cerebrales	en	todos	los	animales	que	mostraron	evidencias	clínicas	de	progresión	
del	tumor,	así	como	en	los	animales	supervivientes.	Para	el	estudio	de	toxicidad	de	la	
CED	con	rapamicina	y	torisel,	el	hemisferio	derecho	fue	utilizado	para	evaluar	la	toxicidad	
del	medicamento	y	el	izquierdo	para	la	toxicidad	del	vehículo.	Cada	concentración	del	
fármaco	tiene	de	este	modo	su	propio	control	que	consiste	en	la	administración	de	la	
misma	cantidad	de	etanol.	
Los	animales	fueron	perfundidos	con	PBS	y	4%	PFA.	Tras	la	fijación	a	lo	largo	de	
una	noche	(4%	PFA),	los	cerebros	fueron	procesados.	Se	obtuvieron	secciones	de	40	
µm	cortadas	con	un	microtomo	rotacional	que	se	almacenaron	en	sacarosa	al	30%.	Las	
secciones	fueron	rehidratadas	con	lavados	secuenciales	de	etanol	al	95%	(2	minutos)	
y	etanol	al	70%	(2	minutos).	A	continuación	fueron	teñidas	con	hematoxilina	durante	15	
segundos,	diferenciadas	en	ácido	acético	glacial	0,5%	y	alcohol	70%	(20	inmersiones)	
y	teñidas	con	eosina	(17	segundos).	Las	secciones	fueron	entonces	lavadas	con	etanol	
al	95%	3	veces	(2	minutos	cada	una)	y	secadas	con	xileno	2	veces	(2	minutos	cada	
una).	Los	tejidos	se	analizaron	con	un	microscopio	Zeiss	Imager	Z1	con	una	cámara	
acoplada.	
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3.4.9- Immunohistoquímica
Se	implantaron	tumores	U87MG	en	54	ratas:	2	controles	para	el	tratamiento	i.p.,	
2	 controles	para	el	 tratamiento	mediante	CED,	10	animales	 tratados	con	 rapamicina	
a	10	mg/kg	(i.p.),	10	animales	tratados	con	rapamicina	a	25	mg/kg	(i.p.),	10	animales	
tratados	con	torisel	a	25	mg/kg	(i.p.),	10	animales	tratados	mediante	CED	de	rapamicina	
y	10	animales	tratados	mediante	CED	de	torisel.	A	los	7	días,	los	animales	recibieron	el	
tratamiento	indicado.	Los	animales	fueron	sacrificados	1,	2,	3,	4	ó	5	días	después	del	
tratamiento	y	 	perfundidos	con	PBS	y	4%	PFA.	Después	de	una	fijación	durante	una	
noche	(4%	PFA),	los	cerebros	fueron	procesados	en	bloques	de	parafina.	Se	cortaron	
secciones	de	5	µm	en	un	microtomo	rotatorio.	Las	secciones	embebidas	en	parafina	fueron	
deparafinizadas	con	xileno	(3	lavados	de	5	minutos	cada	uno)	e	hidratadas	con	lavados	
de	etanol	(3	al	100%,	1	al	95	%,	1	al	70	%;	de	2	minutos	cada	uno).	Se	pusieron	entonces	
al	baño	maría	en	Diva	Decloaker,	(1:10,	Biocare	Medical)	para	el	desenmascaramiento	
de	los	antígenos.	Fueron	bloqueados	en	PeroxAbolish	(Biocare	Medical,	15	minutos)	y	
Biocare	Medical	Sniper	(10	minutos).	Las	láminas	fueron	incubadas	durante	una	noche	
con	anticuerpo	monoclonal	de	conejo	anti-Phospho-S6-Ribosomal-Protein	(Ser	235/236)	
(1:100	en	disolvente	Da	Vinci;	Cell	Signaling	Technology).	Después	de	4	lavados	y	una	
incubación	con	Dako	En	Vision	Dual	 link	System	HRP	 (Dako)	 (2	horas),	 se	utilizó	 la	
tinción	con	Dako	AEC	+	High	sensitivity	substrate	chromogen	(Dako)	(20	minutos).	Las	
láminas	 fueron	 contrastadas	 con	 hematoxilina	 (Dako)	 durante	 1	minuto	 y	 montadas	
con	líquido	de	montaje	acuoso.	Los	tejidos	fueron	observados	con	un	micrscopio	Zeiss	
Imager	Z1	y	una	cámara	acoplada	con	una	apertura	fija	para	la	captura	de	imágenes.	
Los	anticuerpos	utilizados	se	especifican	en	la	Tabla	3.1.
3.4.10- Preparación de extractos de proteína in vivo para la cuantificación de pS6 
mediante ELISA
Se	 implantaron	 tumores	U87MG	en	 54	 ratas:	 2	 controles	 para	 el	 tratamiento	
i.p.,	2	controles	para	el	tratamiento	mediante	CED,	10	para	rapamicina	con	10	mg/kg	
(i.p.),	10	para	rapamicina	a	25	mg/kg	(i.p.),	10	para	 torisel	a	25	mg/kg	(i.p.),	10	para	
CED	de	rapamicina	y	10	para	CED	de	torisel.	Las	ratas	recibieron	el	tratamiento	siete	
días	después	de	la	implantación	del	tumor.	Los	animales	fueron	sacrificados	1,	2,	3,	4	
ó	5	días	después	del	tratamiento	y	se	extrajeron	los	tumores	y	fueron	almacenados	en	
nitrógeno	 líquido.	Tras	descongelar	y	homogenizar	el	 tejido	mediante	sonicación,	 las	
proteínas	fueron	extraídas	utilizando	un	tampón	de	lisis	de	Cell	Signaling	Technology.	
Se	procedió	a	la	realización	del	ELISA	para	la	proteína	pS6	de	la	forma	anteriormente	
descrita.
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3.4.11- Análisis estadístico
Los	 resultados	 de	 los	 experimentos	 in	 vitro	 se	 analizaron	 estadísticamente	
mediante	el	test	“t”	de	Student.	La	significancia	estadística	entre	grupos	fue	evaluada	
mediante	el	valor	“p”.
Los	 resultados	 de	 los	 estudios	 de	 supervivencia	 se	 han	 expresado	mediante	
gráficas	 Kaplan-Meier.	 La	 supervivencia	 entre	 diferente	 grupos	 de	 tratamiento	 fue	
comparada	estadísticamente	mediante	el	log-rank	test.
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4.1. Análisis del efecto de la rapamicina y el torisel a diferentes 
concentraciones en modelos de GBM in vitro e in vivo.
La	 rapamicina	 y	 su	 análogo	 torisel	 tienen	 capacidad	 antitumoral	 contra	 una	
variedad	 de	 tumores,	 entre	 los	 que	 se	 incluye	 el	 glioblastoma.	 Hasta	 la	 fecha	 se	
han	 presentado	 numerosos	 resultados	 y	 han	 sido	 propuestos	 distintos	 tratamientos	
(Eshleman	et	al.	2002).	La	evaluación	clínica	de	dichos	 tratamientos	 indica	una	baja	
eficacia	(Galanis	et	al.	2005;	Chang	et	al.	2005).	Hemos	examinado	la	actividad	de	la	
rapamicina	y	el	torisel	en	modelos	de	GBM	con	el	objetivo	de	optimizar	el	tratamiento	
y	establecer	las	dosis	y	el	calendario	de	administración	de	mayor	efecto	terapéutico	in	
vitro	y	en	modelos	de	xenotransplantes	ortotópicos.
4.1.1. Efecto citostático de la rapamicina y el torisel in vitro
Se	 ha	 realizado	 un	 experimento	 para	 medir	 la	 citotoxicidad,	 a	 diferentes	
concentraciones	de	 rapamicina	y	 torisel,	a	 lo	 largo	del	 tiempo:	24,	48	y	72	horas.	El	
porcentaje	de	células	supervivientes	después	de	 la	administración	de	 los	 fármacos	a	
los	distintos	tiempos	de	exposición	se	muestra	en	las	figuras	(Fig.	4.1.A,	4.1.B,	4.1.C	y	
4.1.D).	El	etanol,	utilizado	como	vehículo	de	la	rapamicina	y	el	torisel,	no	parece	causar	
ningún	efecto	citotóxico	en	las	líneas	celulares	U87MG	y	U251MG	a	las	concentraciones	
utilizadas	(Fig.	4.1.A,	4.1.B,	4.1.C	y	4.1.D).	
Cuando	 comparamos	 las	 gráficas	 obtenidas	 a	 distintas	 concentraciones	 de	
rapamicina	o	torisel,	observamos	que	son	prácticamente	idénticas	independientemente	
del	tiempo,	lo	cual	sugiere	que	no	existe	una	diferencia	en	el	potencial	citotóxico	entre	
las	distintas	concentraciones.	
La	 administración	 de	 rapamicina	 y	 torisel	 no	 genera	 un	 efecto	 citotóxico	 en	
ninguna	de	las	dos	líneas	celulares;	pero,	en	cambio,	sí	presenta	un	efecto	citostático.	
Cuando	se	añadió	rapamicina	a	las	células	U87MG,	los	niveles	de	ATP,	empleados	como	
medida	de	la	viabilidad	celular,	fueron	menores	que	para	el	control	y	el	vehículo.	A	las	24	
horas	de	exposición,	la	luminiscencia	registrada	fue	de	1·106	RLUs	(del	inglés:	Relative	
Luminescence	Units)	para	el	control	y	el	vehículo	y	9,7·105	para	las	dos	concentraciones	
de	rapamicina	(2,5	y	1000	ng/ml).	A	las	48	y	72	horas	la	expresión	de	ATP	se	incrementa	
en	todos	los	casos	debido	a	la	división	celular,	pero	se	puede	apreciar	una	diferencia	
entre	 las	células	tratadas	y	no	tratadas.	Los	valores	más	bajos	se	obtuvieron	con	las	
células	tratadas	1,2x106,	mientras	que	las	no	tratadas	dieron	RLUs	de	1,5x106	a	las	48	
horas	y	1,6x106	a	las	72	horas	debido	al	crecimiento	progresivo	(Fig.	4.1.A).	
Los	 resultados	 fueron	 diferentes	 cuando	 la	 rapamicina	 se	 añadió	 a	 la	 línea	
celular	de	GBM	humano	U251MG.	Las	U251MG	tratadas	fueron	capaces	de	duplicar	
la	expresión	de	ATP	entre	las	24	y	72	horas	(de	2,7x106	a	5,4	x106	para	2,5	ng/ml	y	de	
2,5x106	a	5,2x106	para	1000	ng/ml).	La	diferencia	entre	tratadas	y	no	tratadas	resulta	
más	notable	a	las	72	horas	de	la	administración	del	fármaco	(Fig.	4.1.C).	
El	 torisel	muestra	resultados	muy	similares	a	 los	obtenidos	con	 la	rapamicina.	
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Fig. 4.1 	Detección	de	ATP	a	diferentes	tiempos	de	incubación	y	distintas	concentraciones	de	los	fármacos.	
(A)	Células	U87MG	incubadas	durante	24,	48	y	72	horas	con	concentraciones	de	rapamicina	0	ng/ml;	ve-
hículo;	2,5	ó	1000	ng/ml.	(B)	Células	U87MG	incubadas	durante	24,	48	y	72	horas	y	con	concentraciones	
de	torisel	de	0;	vehículo;	2,5	ó	1000	ng/ml.	(C)	Células	U251MG	incubadas	durante	24,	48	y	72	horas	con	
concentraciones	de	rapamicina	de	0	ng/ml;	vehículo;	2,5	ó	1000	ng/ml.		(D)	Células	U251MG	incubadas	
24,	48	y	72	horas	con	concentraciones	de	torisel	de	0;	vehículo;	2,5	ó	1000	ng/ml.	(*)	p<	0,05;	(**)	p<	0,001.
Las	células	U87MG	tratadas	incrementan	la	expresión	de	ATP	entre	las	24	y	48	horas	
(de	7,5x105	a	8,6	x105),	manteniendo	este	valor	a	las	72	horas	(Fig.	4.1.B).	
Los	 resultados	para	 las	 células	U251MG	 fueron	diferentes	 que	para	U87MG.	
Siguiendo	el	mismo	patrón	que	la	rapamicina,	las	U251MG	tratadas	con	torisel	fueron	
capaces	de	duplicar	la	expresión	de	ATP	entre	las	24	y	72	horas	(de	2,3x106	a	4,7x106	
para	2,5	ng/ml	y	de	2,1x106	a	4,3x106	para	1000	ng/ml)	(Fig.	4.1.D).	
Como	se	aprecia,	ambos	compuesto	 fueron	capaces	de	 inhibir	el	 crecimiento	
celular	en	ambas	líneas	celulares	aunque	el	efecto	citostático	fue	menor	para	la	línea	
celular	U251MG	que	para	la	línea	U87MG.	Las	U251MG	duplicaron	la	señal	de	ATP	en	
72	horas	mientras	que	las	U87MG	sólo	fueron	capaces	de	incrementar	ligeramente	la	
señal.	
4.1.2. Detección de pS6 in vitro mediante inmunocitoquímica 
Se	realizó	el	estudio	de	la	fosforilación	de	la	proteína	S6,	pasadas	24,	48	y	72	
horas	desde	la	administración	de	los	compuestos	en	ambas	líneas	celulares.	
Se	encontraron	altos	niveles	de	la	proteína	S6	fosforilada	tanto	en	la	línea	U87MG	
(Fig.	4.2.M)	como	en	U251MG	(Fig.	4.3.M),	lo	cual	es	un	reflejo	de	la	activación	de	la	
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Fig. 4.2 	Análisis	inmunocitoquímico	para	la	delección	de	pS6	en	células	U87MG.	(A,	B	y	C)	U87MG	trata-
das	con	2,5	ng/ml	de	rapamicina	a	24,	48	y	72	horas.	(D,	E	y	F)	U87MG	tratadas	con	1000	ng/ml	de	rapami-
cina	a	24,	48	y	72	horas.	(G,	H	y	I)	U87MG	tratadas	con	2,5	ng/ml	de	torisel	a	24,	48	y	72	horas.	(J,	K	y	L)	
U87MG	tratadas	con	1000	ng/ml	de	torisel	a	24,	48	y	72	horas.	(M)	U87MG	sin	tratar	como	control	(+).	(N)	
Control	(-)	U87MG	sin	tratar	realizada	la	tinción	sin	anticuerpo	primario		(x	40).
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Fig. 4.3 	Análisis	 inmunocitoquímico	para	 la	delección	de	pS6	en	células	U251MG.	(A,	B	y	C)	U251MG	
tratadas	con	2,5	ng/ml	de	rapamicina	a	24,	48	y	72	horas.	(D,	E	y	F)	U251MG	tratadas	con	1000	ng/ml	de	
rapamicina	a	24,	48	y	72	horas.	(G,	H	y	I)	U251MG	tratadas	con	2,5	ng/ml	de	torisel	a	24,	48	y	72	horas.	(J,	
K	y	L)	U251MG	tratadas	con	1000	ng/ml	de	torisel	a	24,	48	y	72	horas.	M)	U251MG	sin	tratar	como	control	
(+).	(N)	Control	(–)	U251MG	sin	tratar	realizada	la	tinción	sin	anticuerpo	primario		(x	40).
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vía	mTOR	.	Después	del	tratamiento	con	rapamicina	o	torisel,	se	observó	una	inhibición	
de	 la	 fosforilación	 de	 la	 proteína	S6.	En	 las	 células	U87MG,	 la	 inhibición	 total	 de	 la	
fosforilación	se	prolongó	durante	72	horas	para	la	concentración	mayor	de	los	fármacos	
(1000	ng/ml)	(Fig.	4.2.F	y	Fig.	4.2.L).	Cuando	se	utilizó	la	concentración	menor	(2,5	ng/
ml)	de	ambos	fármacos,	la	inhibición	no	fue	completa	hasta	las	72	horas	(Fig.	4.2.C	y	
Fig.	4.2.I);	apareciendo	células	positivas	para	pS6	en	dicho	tiempo	en	ambos	casos.	
El	estudio	aplicado	a	 las	U251MG	mostró	algunas	diferencias	con	 respecto	a	
las	U87MG.	Si	bien	con	una	concentración	de	1000	ng/ml,	 la	expresión	de	la	pS6	se	
mantuvo	completamente	 inhibida	durante	72	horas	(Fig.	4.3.F	y	Fig.	4.3.L),	al	utilizar	
la	concentración	de	2,5	ng/ml,	la	inhibición	empieza	a	desaparecer	a	las	48	horas	con	
ambos	fármacos	(Fig.	4.3.B	y	Fig.	4.3.H).	
La	detección	de	la	pS6	tras	la	adición	de	los	fármacos,	fue	diferente	entre	ambas	
líneas	celulares.	Además	se	detectó	una	pequeña	diferencia	entre	las	células	tratadas	
con	 rapamicina	 y	 las	 tratadas	 con	 torisel	 a	 la	 misma	 concentración.	 La	 rapamicina	
muestra	mayor	efectividad,	a	la	hora	de	inhibir	 la	fosforilación	de	la	S6	que	el	torisel.	
A	las	72	horas	y	con	una	concentración	del	fármaco	de	2,5	ng/ml,	aparecieron	menos	
células	U87MG	positivas	empleando	rapamicina	que	utilizando	torisel	(Fig.	4.2.C	y	Fig.	
4.2.I).
Cuando	 comparamos	 la	 inhibición	 de	 la	 fosforilación	 de	 S6	 en	 las	 células	
U251MG,	 se	 observa	 el	 mismo	 patrón	 que	 el	 obtenido	 para	 las	 células	 U87MG.	Al	
suministrar	 torisel	a	2,5	ng/ml	durante	72	horas	se	observan	más	células	con	 tinción	
positiva	para	pS6	que	con	rapamicina	(Fig.	4.3.C	y	Fig.	4.3.I).
4.1.3. Detección de pS6 in vitro mediante ELISA
Los	niveles	de	proteína	S6	fosforilada	fueron	cuantificados	mediante	ELISA		a	las	
24,	48	y	72	horas	tras	la	administración	de	rapamicina	o	torisel.	Los	niveles	de	pS6	se	
vieron	disminuidos	más	de	5	veces	con	la	adición	de	ambos	compuestos.	
Se	observa,	en	las	células	U87MG,	que	tras	24	horas	de	incubación	con	2,5	ó	
1000	ng/ml	de	rapamicina	o	torisel,	se	reduce	la	expresión	de	la	proteína	pS6	a	valores	
de	densidad	óptica	O.D.	(del	inglés:	Optical	Density)	de	0,5,	representando	el	12%	de	
la	 expresión	 con	 respecto	 a	 las	 células	 no	 tratadas,	 que	presentaron	una	O.D.=	3,9	
(p<	 0.001)	 (Fig.	 4.4.A,	 4.4.C).	 	Transcurridas	 48	 y	 72	 horas	 desde	 la	 administración	
de	rapamicina	o	torisel	a	 las	células	U87MG,	la	fosforilación	de	S6	continuó	inhibida.	
No	se	aprecia	una	diferencia	significativa	entre	 los	 tiempos	de	 incubación	en	 las	dos	
concentraciones	utilizadas:	2,5	y	1000	ng/ml	(Fig.	4.4.A,	4.4.C).
La	administración	de	rapamicina	o	torisel	a	las	células	U251MG	también	causa	
una	reducción	en	los	niveles	de	fosforilación	de	la	proteína	S6.	La	incubación	con	2,5	ó	
1000	ng/ml	de	rapamicina	reduce	los	valores	de	O.D.	por	debajo	de	0,5	(12%	del	control)	
a	las	24	horas,	menores	de	0,7	(18%)	a	las	48	horas	e	inferiores	a	0,9	(22%)	a	las	72	
horas.	Las	células	no	tratadas	presentan	valores	de	O.D.	de	3,9	en	todos	los	tiempos	de	
incubación.	No	se	encontró	una	diferencia	significativa	entre	las	dos	concentraciones:	
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Fig. 4.4 	Cuantificación	de	los	niveles	de	pS6	mediante	ELISA	a	diferentes	tiempos	de	incubación	y	distintas	
concentraciones	de	los	fármacos.	(A)	Células	U87MG	tratadas	durante	24,	48	y	72	horas	con	0;	2,5	ó	1000	
ng/ml	de	rapamicina.	(B)	Células	U251MG	tratadas	durante	24,	48	y	72	horas	con	0;	2,5	ó	1000	ng/ml	de	
rapamicina.	(C)	Células	U87MG	tratadas	durante	24,	48	y	72	horas	con	0;	2,5	ó	1000	ng/ml	de	torisel.	(D)	
Células	U251MG	tratadas	durante	24,	48	y	72	horas	con	0;	2,5	ó	1000	ng/ml	de	torisel.	(*)	p<	0,05;	(**)	p<	
0,001.
2,5	y	1000	ng/ml	(Fig.	4.4.B).	En	el	caso	del	torisel,	se	aprecia	una	diferencia	significativa	
entre	la	administración	de	2,5	ó	1000	ng/ml	a	48	horas	de	incubación.	Los	valores	de	
O.D.	a	48	horas	fueron	1,7	(45%)	para	2,5	ng/ml,	0.5	(14%)	para	1000	ng/ml	(p<	0,05,	
comparación	entre	las	distintas	concentraciones)	y	O.D.=	3,9	para	células	no	tratadas	
(Fig.	4.4.D).	
4.1.4. Estudio del ciclo celular in vitro
Para	 determinar	 si	 las	 concentraciones	 de	 rapamicina	 empleadas	 generaban	
diferentes	perfiles	de	ciclo	celular	se	llevó	a	cabo	un	experimento	en	el	cual	se	analizaron	
los	mismos	48	horas	después	del	tratamiento	de	células	U87MG	con	2,5	ng/ml	o	1000	
ng/ml	de	rapamicina	(Fig.	4.5.).	
Las	células	expuestas	al	vehículo	no	mostraron	diferencias	en	el	ciclo	celular	
respecto	a	 las	células	control	(Fig.	4.5.B).	Las	células	U87MG	expuestas	a	2,5	ng/ml	
de	rapamicina,	mostraron	un	pequeño	incremento	en	G1	(75,14%)	con	respecto	a	las	
células	no	tratadas	(67,17%)	y	un	descenso	significativo	(p<	0,05)	en	la	fase	G2	(13,74%	
vs	18,48%)	(Fig.	4.5.C).	Cuando	el	fármaco	fue	aplicado	a	1000	ng/ml,	se	obtuvieron	
similares	 resultados.	 La	 fase	 G1	 se	 incrementó	 con	 respecto	 al	 control	 (78,52%	 vs	
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Fig. 4.5. 	Análisis	del	ciclo	celular	de	células	U87MG	tratadas	con:	(A)	0	ng/ml	de	rapamicina,	control;	(B)	
vehículo	de	rapamicina;	(C)	2,5	ng/ml	de	rapamicina;	(D)	1000	ng/ml	de	rapamicina.	(E)	Gráfico	que	repre-
senta	la	frecuencia	de	cada	fase	del	ciclo	celular	tras	la	adición	de	rapamicina.	(*)	p<	0,05.
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67,17%;	p<0,05),	mientras	que	la	fase	G2	se	redujo	con	respecto	al	control	(11,55%	vs	
18,48%;	p<0,05)	(Fig.	4.5.D).	
De	esta	 forma,	no	se	observaron	diferencias	entre	 los	perfiles	de	ciclo	celular	
incluso	habiendo	incrementado	400	veces	la	concentración	de	rapamicina	generándose	
en	ambos	casos	una	tendencia	al	arresto	en	G1	(Fig.	4.5.E).	
4.1.5. Detección de pS6 in vivo mediante inmunohistoquímica (IHC)
Una	vez	optimizado	el	protocolo	para	la	detección	de	la	proteína	S6	fosforilada	
en	cultivos	celulares,	habiendo	observado	diferencias	a	lo	largo	del	tiempo	en	el	estado	
de	 la	 fosforilación,	se	decidió	realizar	un	experimento	similar	empleando	cerebros	de	
ratas	xenotransplantadas	con	U87MG	(Tabla	4.1).	De	esta	forma	pudimos	determinar	
cuánto	tiempo	era	capaz	de	mantenerse	inhibida	la	vía	de	mTOR	tras	administraciones	
intraperitoneales	de	rapamicina	o	torisel	al	animal.
	Al	analizar	los	tumores	intracraneales	U87MG,	se	detectó	una	alta	expresión	de	
la	fosforilación	de	la	proteína	S6	en	los	cerebros	controles	(Fig.	4.6.K).	Tras	el	tratamiento	
de	25	mg/kg	con	rapamicina	o	torisel	se	anula	casi	por	completo	la	fosforilación	de	S6	
en	los	tumores.	
Tabla 4.1 Animales empleados 
Fármaco Dosis Calendario 
tratamiento 
 (días) 
Tipo de 
administración 
n Estudio 
Rapamicina 25 mg/kg 7 i.p. 10 IHC 
Torisel 25 mg/kg 7 i.p. 10 IHC 
Vehículo rapamicina  7 i.p. 2 IHC 
Rapamicina 10 mg/kg  7 i.p. 10 ELISA 
Rapamicina 25 mg/kg 7 i.p. 10 ELISA 
Torisel 25 mg/kg 7 i.p. 10 ELISA 
Vehículo rapamicina  7 i.p. 2 ELISA 
Rapamicina 2 µg  
10 mg/kg 
7-14 
7,8,9,15,16,17 
Bomba 
i.p. 
2 Toxicidad  
Rapamicina 10 mg/kg Cada 7 i.p. 6 Supervivencia 
Rapamicina 25 mg/kg Cada 7 i.p. 5 Supervivencia 
Rapamicina 10 mg/kg Cada 5 i.p. 6 Supervivencia 
Rapamicina 10 mg/kg 7,8,9,15,16,17 i.p. 5 Supervivencia 
Rapamicina 2 µg  
10 mg/kg 
7-14 
7,8,9,15,16,17 
Bomba 
i.p. 
5 Supervivencia 
Torisel 25 mg/kg Cada 7 i.p. 5 Supervivencia 
Torisel 10 mg/kg 7,8,9,15,16,17 i.p. 5 Supervivencia 
Vehículo rapamicina  Cada 7 i.p. 6 Supervivencia 
Vehículo rapamicina  Cada 5 i.p. 6 Supervivencia 
Vehículo rapamicina  7,8,9,15,16,17 i.p. 6 Supervivencia 
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Fig. 4.6.  Detección	immunohistoquímica	de	pS6	en	secciones	de	tumor	generado	por	U87MG.	(A-E)	Ani-
males	tratados	con	25	mg/kg	de	rapamicina	1,	2,	3,	4	y	5	días	después	de	la	inyección	i.p.		(F-J)	Animales	
tratados	con	25	mg/kg	de	torisel	1,	2,	3,	4	y	5	días	después	de	la	inyección	i.p.	(K)	Control	(+)	de	tinción	
para	la	cual	se	emplearon	tumores	sin	tratar.	(L)	Control	(-)	de	la	tinción	realizado	de	la	misma	forma	que	el	
positivo	pero	sin	anticuerpo	primario.	(x	40).
Las	ratas	tratadas	con	25	mg/kg	de	rapamicina	mantienen	bajos	los	niveles	de	
fosforilación	de	pS6	hasta	4	días	después	de	la	inyección	intraperitoneal	(Fig.	4.6.D).	
El	quinto	día	después	del	tratamiento,	la	fosforilación	de	S6	comienza	a	aumentar,	pero	
sin	llegar	a	los	niveles	del	tumor	control,	ya	que	conserva	células	sin	señal	(Fig.	4.6.E).	
Cuando	se	administra	torisel	a	las	ratas	xenotransplantadas,	la	inmunohistoquímica	
muestra	diferencias	con	respecto	a	la	rapamicina.	Con	la	mismo	dosis	de	25	mg/kg,	la	
inhibición	 total	 de	 la	 fosforilación	 de	 la	 S6	 se	mantiene	 sólo	 durante	 los	 2	 primeros	
días	después	de	la	inyección	intraperitoneal	(Fig.	4.6.G).	En	los	días	subsiguientes,	las	
células	positivas	para	pS6	comenzaron	a	incrementarse	alcanzando	niveles	próximos	al	
control	en	el	quinto	día	después	de	la	administración	(Fig.	4.6.J).	
Para	la	misma	dosis,	 los	resultados	del	análisis	no	fueron	idénticos	en	ambos	
fármacos,	 siendo	 la	 rapamicina	 capaz	 de	mantener	 inhibida	 in	 vivo	 la	 vía	 de	mTOR	
durante	más	tiempo.
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4.1.6. Detección de pS6 in vivo mediante ELISA
Ya	 que	 los	 resultados	 de	 la	 IHC	 para	 pS6	 no	 aportaban	 un	 dato	 cuantitativo	
preciso	de	la	inhibición	de	la	vía	mTOR,	se	decidió	realizar	el	análisis	de	la	proteína	S6	
en	forma	fosforilada	presente	en	tumores	intracraneales	1,	2,	3,	4,	y	5	días	después	del	
tratamiento	mediante	inyección	intraperitoneal	de	rapamicina	o	torisel	mediante	ELISA	
(Tabla	4.1).	
La	dosis	de	10	mg/kg	de	rapamicina	generó	un	descenso	de	la	fosforilación	de	
la	proteína	S6	de	más	de	7	veces	hasta	4	días	después	de	 la	 inyección.	El	valor	de	
O.D.	para	el	cerebro	control	fue	de	1,05	(Fig.	4.7.A,	4.7.B,	4.7.C),	mientras	que	en	los	
animales	tratados	los	valores	de	O.D.	fueron	de	0,14;	0,12;	0,11	y	0,16	respectivamente	
en	los	días	1,	2,	3	y	4	posteriores	a	la	inyección	(Fig.	4.7.A).	El	nivel	de	pS6	se	incrementó	
el	día	5	hasta	un	valor	O.D.:	0,47	(Fig.	4.7.A),	siendo	este	valor	inferior	al	50%	del	valor	
obtenido	en	un	animal	sin	tratar.	
La	 fosforilación	de	 la	proteína	 ribosómica	S6	disminuyó	cuando	se	 inyectaron	
25	mg/kg	de	rapamicina.	La	 inhibición	de	 la	 fosforilación	se	mantuvo	al	menos	hasta	
5	días	después	de	 la	administración	 intraperitoneal	 de	25	mg/kg	de	 rapamicina.	Los	
valores	de	O.D.	obtenidos	fueron	=	0,26;	0,19;	0,17;	0,08	y	0,103	los	días	1,	2,	3,	4	y	5	
respectivamente	(Fig.	4.7.B).	
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Fig. 4.7 Cuantificación	del	nivel	de	fosforilación	de	S6	mediante	ELISA	en	tumores	U87MG	a	1,	2,	3	,4	
y	5	días	después	de	la	administración	i.p.	(A)	Animales	tratados	con	10	mg/kg	de	rapamicina	1,	2,	3,	4	y	
5	días	después	de	la	inyección	i.p.	(B)	Animales	tratados	con	25	mg/kg	de	rapamicina	1,	2,	3,	4	y	5	días	
después	de	la	inyección	i.p.	(C)	Animales	tratados	con	25	mg/kg	de	torisel	1,	2,	3,	4	y	5	días	después	de	la	
administración	i.p.	(*)	p<	0,05.
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El	tratamiento	con	torisel	a	25	mg/kg	generó	inhibición	más	débil	de	la	fosforilación	
de	 la	proteína	S6.	Los	valores	de	O.D.	para	 los	días	2,	3	y	4	 fueron	0,4;	0,4,	y	0,49	
respectivamente.	El	valor	en	el	día	5	se	incrementó	hasta	1,0,	siendo	el	valor	del	control	
1	(Fig.	4.7.C).		
4.1.7. Toxicidad sistémica
Para	los	experimentos	de	supervivencia	descritos	en	esta	sección,	se	eligieron	
diferentes	calendarios	y	dosis	con	el	objetivo	de	mejorar	el	tratamiento	con	rapamicina.	
Los	diferentes	grupos	empleados	se	detallan	en	la	tabla	4.1	.
Durante	el	experimento	de	supervivencia,	se	realizó	un	seguimiento	contínuo	de	
los	posibles	síntomas	de	toxicidad	que	pudieran	desarrollar	los	animales	empleados	en	
la	determinación	de	la	eficacia	antitumoral	de	la	rapamicina	y	el	torisel.
Aunque	en	algunos	casos,	las	ratas	mostraron	escaso	pelo,	se	observó	en	todos	
los	animales	 tratados,	 tanto	con	 rapamicina	como	con	 torisel,	 la	pérdida	del	pelo	en	
torno	a	los	15	días	desde	el	comienzo	del	tratamiento.	No	obstante,	todos	los	animales	
fueron	capaces	de	recuperar	el	pelo	una	vez	el	tratamiento	hubo	concluido.	
El	peso	de	los	animales	fue	también	registrado	ya	que	es	un	posible	síntoma	de	
toxicidad	derivado	de	los	fármacos.	Se	consideró	que	una	pérdida	mayor	del	15%	del	
peso	suponía	un	riesgo	para	la	vida	del	animal	y	se	procedió	al	sacrificio	del	mismo	si	
esto	sucedía.	
La	 figura	 4.8.A	muestra	 la	 variación	 del	 peso	 de	 los	 animales	 que	 recibieron	
10	mg/kg	de	rapamicina	siguiendo	diferentes	calendarios	de	administración.	Todos	los	
animales	sufrieron	una	pérdida	de	peso	después	de	la	implantación	del	tumor	inferior	al	
7%	de	su	peso	inicial.	Cuando	los	animales	recibieron	la	administración	intraperitoneal	
de	rapamicina,	sufrieron	una	pérdida	de	peso	de	entre	el	0,63%	y	el	10,49%.	
Los	 animales	 que	 recibieron	 rapamicina	 una	 vez	 por	 semana	 o	 cada	 5	 días,	
fueron	capaces	de	recuperar	parcialmente	el	peso	perdido	antes	de	la	nueva	inyección.	
En	cambio,	los	animales	que	recibieron	el	tratamiento	del	ciclo,	sólo	recuperaron	el	peso	
una	vez	que	finalizó	el	tratamiento.	Los	animales	que	recibieron	el	tratamiento	cada	5	
días	mostraron	menor	tendencia	a	perder	peso	que	los	animales	del	resto	de	grupos	al	
principio	del	tratamiento.	En	todos	los	grupos,	se	observó	una	pérdida	de	peso	los	días	
anteriores	a	la	muerte	de	las	ratas	probablemente	causada	por	el	tumor.	
Cuando	comparamos	la	variación	de	peso	de	las	ratas	tratadas	con	10	ó	25	mg/
kg	de	rapamicina	una	vez	por	semana	(Fig.	4.8.B),	no	se	observa	ninguna	diferencia.	
En	ambos	casos,	 los	animales	pierden	peso	después	de	 la	 implantación	del	 tumor	y	
también	 después	 de	 cada	 inyección,	 siendo	 capaces	ambos	grupos	 de	 animales	 de	
recuperar	algo	de	peso	entre	cada	dosis.	
El	tratamiento	con	torisel	genera	los	mismos	resultados	que	la	rapamicina.	En	
todos	los	animales	se	observa	una	pérdida	de	peso	después	de	la	inyección,	aunque	
estas	pérdidas	fueron	algo	menores	que	las	observadas	en	el	casos	de	la	rapamicina,	
fluctuando	de	0,8	%	a	7,05	%	(Fig.	4.8.C).
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Fig. 4.8 Evolución	del	peso	de	los	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG.	(A)	Animales	tratados	
con	10	mg/kg	de	rapamicina	intraperitoneal	con	diferentes	calendarios	de	administración:	ciclo	(días	7,	8,	9,	
15,	16	y	17	después	del	implante);	7	días	(cada	7	días,	comenzando	el	día	7	tras	el	implante	del	tumor);	5	
días	(cada	5	días,	comenzando	el	día	7	tras	el	implante	del	tumor).	(B)	Animales	tratados	cada	7	días,	co-
menzando	el	día	7	tras	el	implante	del	tumor,	con	10	mg/kg	o	25	mg/kg	de	rapamicina.	(C)	Animales	tratados	
con	10	mg/kg	de	torisel:	ciclo	(días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	después	del	implante);	o	25	mg/kg	de	torisel	cada	7	
días,	comenzando	el	día	7	tras	el	implante	del	tumor.
4.1.8. Aumento de la supervivencia de animales con xenotransplantes 
intracraneales de U87MG tratados con rapamicina o torisel de forma sistémica
Los	estudios	de	supervivencia	se	realizaron	utilizando	el	modelo	bien	establecido	
de	xenotranplante	ortotópico	de	la	línea	de	GBM	humano	U87MG	(Fig.	4.9).
Cuarenta	 ratas	 inmunodeficientes	 recibieron	 células	 tumorales	 U87MG	 en	
el	 estriado;	 las	 ratas	 fueron	 divididas	 aleatoriamente	 en	 ocho	 grupos	 (Tabla	 4.1).	 El	
tratamiento	comenzó	7	días	después	de	 la	 implantación	de	 las	células,	 recibiendo	 la	
primera	 dosis	 intraperitoneal	 de	 rapamicina,	 torisel	 o	 del	 vehículo	 dependiendo	 del	
grupo.	
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Fig. 4.9	Estudio	de	supervivencia	en	animales	xenotransplantados	ortotópicamente	con	células	U87MG.	
(A)	Animales	tratados	con	10	mg/kg	de	rapamicina	con	diferentes	calendarios	de	administración:	ciclo	(días	
7,	8,	9,	15,	16	y	17	después	del	implante);	7	días	(cada	7	días,	comenzando	el	día	7	tras	el	implante	del	
tumor);	5	días	(cada	5	días,	comenzando	el	día	7	tras	el	implante	del	tumor).	(B)	Animales	tratados	cada	7	
días,	comenzando	el	día	7	tras	el	implante	del	tumor,	con	10	mg/kg	o	25	mg/kg	de	rapamicina.		(C)	Anima-
les	tratados	con	10	mg/kg	de	torisel:	ciclo	(días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	después	del	implante);	o	25	mg/kg	de	
torisel	cada	7	días,	comenzando	el	día	7	tras	el	implante	del	tumor.	(D)	Comparación	entre	el	tratamiento	
con	torisel	y	rapamicina.	Animales	tratados	con	10	mg/kg	de	torisel	o	rapamicina:	ciclo	(días	7,	8,	9,	15,	16	
y	17	después	del	implante);	o	25	mg/kg	de	torisel	o	rapamicina	cada	7	días,	comenzando	el	día	7	tras	el	
implante	del	tumor.
Todas	las	ratas	control	desarrollaron,	entre	los	días	12-16	después	del	implante,	
los	 síntomas	 neurológicos	 asociados	 a	 tumores	 intracraneales	 grandes	 y	 fueron	
sacrificadas.	La	existencia	de	tumor	fue	posteriormente	confirmada	mediante	el	estudio	
histológico	del	cerebro	(supervivencia	media,	del	inglés:	Median	Survival,	MS=	14	días).	
Los	animales	tratados	con	10	mg/kg	de	rapamicina	los	días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	post-
implantación	del	tumor	(tratamiento	ciclo),	mostraron	un	incremento	en	la	supervivencia,	
muriendo	todos	los	animales	entre	los	días	28	y	36	(MS=32,5	días,	P=0,000321).	
Utilizando	una	dosis	igual	de	10	mg/kg,	el	tratamiento	administrado	una	vez	por	
semana	produjo	un	aumento	de	la	supervivencia,	alcanzando	los	40-47	días	(MS=45,2	
días,	P=0,000321).	Esto	indica	la	superioridad	del	tratamiento	diseñado	como	una	dosis	
por	 semana	 frente	 al	 tratamiento	 mediante	 el	 ciclo	 (P=0,00506,	 comparación	 entre	
tratamientos)	(Fig.	4.9.A).	Los	animales	tratados	con	10	mg/kg	cada	cinco	días	mostraron	
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un	incremento	aún	mayor	en	la	supervivencia,	47-57	días	(MS=55	días,	P=0,000854;	
P=0,00554)	frente	a	los	tratamientos	de	10	mg/kg	una	vez	a	la	semana	(Fig.	4.9.A).	
Sin	 embargo	 no	 se	 observó	 una	 mejoría	 en	 la	 supervivencia	 asociada	 al	
incremento	de	la	dosis.	El	tratamiento	de	25	mg/kg	administrado	una	vez	por	semana,	
presentó	una	supervivencia	de	40-55	días	(MS=48,2	días,	P=0,000854	y	P=0,0271	no	
muy	superior	al	de	10	mg/kg	administrado	también	una	vez	por	semana)	(Fig.	4.9.B).
Los	animales	tratados	con	torisel	tuvieron	una	supervivencia	de	31-32	días	con	
el	ciclo	de	10	mg/kg	y	44-55	días	con	el	tratamiento	de	25	mg/kg	administrado	una	vez	
por	semana	 (MS=31,6	y	MS=50,4	días;	P=0,000854	y	P=0,000854	 respectivamente;	
P=0,00315	comparación	entre	los	dos	tratamientos	de	torisel),	(Fig.	4.9.C).	
Comparándose	los	dos	fármacos	para	el	ciclo	de	10	mg/kg	se	obtuvo	una	MS=32,5	
días	para	rapamicina	y	MS=31,6	días	para	 torisel;	 la	comparación	entre	 tratamientos	
resultó	en	un	P=0,247.	Cuando	se	analizó	el	resultado	para	una	dosis	de	25	mg/kg	en	
ambos	fármacos,	 tampoco	se	obtuvo	una	diferencia	significativa	en	 los	resultados	de	
supervivencia,	la	rapamicina	dio	lugar	a	una	MS=48,2	días	y	el	torisel	a	una	MS=50,4	
días;	P=0,449	(Fig.	4.9.D).	
Los	 animales	 tratados	 que	 presentaban	 evidencias	 de	 progresión	 del	 tumor	
fueron	sacrificados.	Se	realizó	la	evaluación	histopatológica	de	los	cerebros	en	todos	
los	casos,	observándose	que	había	tenido	lugar	una	clara	progresión	del	tumor,	siendo	
el	motivo	del	deterioro	de	las	funciones	neurológicas	del	animal.
4.1.9. Tratamiento in vivo con rapamicina administrada de forma local y sistémica
Se	 realizó	 un	 experimento	 para	 evaluar	 si	 la	 administración	 local	 y	 sistémica	
simultánea	de	rapamicina	en	animales	portadores	de	tumores	intracraneales	generados	
por	U87MG,	producía	un	incremento	en	la	supervivencia	(Fig.	4.10).
Previamente	al	estudio	de	supervivencia,	 realizamos	un	análisis	de	 la	posible	
toxicidad	del	doble	tratamiento	en	ratas	Wistar.	De	esta	forma	se	comprobó	la	ausencia	
de	 efectos	 tóxicos	 en	 los	 animales	 y	 las	 dosis	 pudieron	 ser	 aplicadas	 a	 las	 ratas	
inmunodeficientes.
Para	el	estudio	de	supervivencia,	se	generaron	tumores	de	la	forma	previamente	
descrita.	Siete	días	después	del	implante	de	las	células,	se	confirmó	la	existencia	del	
tumor	mediante	MRI	(del	inglés:	Magnetic	Resonance	Image)	(Fig.	4.10.A)	pudiéndose	
determinar	exactamente	su	localización	y	profundidad	una	vez	formado	(Fig.	4.10.B).	Se	
comenzó	el	tratamiento	el	día	7	tras	el	implante.	Se	realizó	un	grupo	control	compuesto	
por	 5	 ratas.	 El	 segundo	 grupo	 recibió	 inyecciones	 intraperitoneales	 de	 10	mg/kg	 de	
rapamicina	los	días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	post-implante	(tratamiento	de	ciclo).	En	cada	
animal	del	tercer	grupo	se	implantó	una	bomba	osmótica	cargada	con	rapamicina	(100	
µg/ml),	 acoplada	a	una	cánula	de	 infusión	cerebral.	 La	bomba	 liberó	 su	contenido	a	
un	flujo	de	10	µl/hora	durante	7	días.	Simultáneamente,	este	grupo	 recibió	el	mismo	
tratamiento	de	ciclo	de	inyecciones	intraperitoneales	los	días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	post-
implante.
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Fig. 4.10 Estudio	de	supervivencia	en	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG	tratados	con	rapa-
micina	suministrada	mediante	inyección	i.p.	y	localmente	mediante	bomba	osmótica.	(A)	Imagen	axial	repre-
sentativa	de	un	animal	con	tumor	U87MG,	7	días	después	del	implante.	(B)	Imagen	sagital	representativa	de	
un	animal	con	tumor	U87MG,	7	días	después	del	implante.	(C)	Gráfica	Kaplan-Meier	de	animales	tratados	
con	inyección	i.p.	con	10	mg/kg	de	rapamicina	con	tratamiento	de	ciclo	(días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	después	
del	 implante)	y	animales	tratados	con	tratamiento	de	ciclo	y	de	forma	local	mediante	bombas	osmóticas	
(rapamicina	100	µg/ml).
El	peso	de	los	animales	fue	registrado	con	la	intención	de	evaluar	la	toxicidad	
del	 fármaco,	aunque	como	ya	se	ha	explicado	previamente,	se	realizó	un	estudio	de	
toxicidad	 en	 ratas	 sanas.	 La	 inyección	 intraperitoneal	 de	 rapamicina	 	 tuvo	 asociada	
una	 pérdida	 de	 peso	 de	 entre	 2,2%	 y	 13,76%.	 Los	 animales	 que	 recibieron	 sólo	 el	
tratamiento	de	ciclo	recobraron	el	peso	una	vez	finalizado	el	mismo.	La	implantación	de	
la	bomba	osmótica	a	los	animales	no	supuso	pérdida	de	peso	adicional	con	respecto	a	
los	animales	que	sólo	recibieron	rapamicina	intraperitonealmente.	Los	día	previos	a	la	
muerte	de	las	ratas	se	observó	un	descenso	del	peso	causado	probablemente	por	 la	
progresión	del	tumor	(Fig.	4.10.C).
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En	 torno	 a	 los	 días	 12-16,	 todas	 las	 ratas	 control	 desarrollaron	 síntomas	
neurológicos	provocados	por	tumores	intracraneales	grandes,	posteriormente	confirmados	
por	el	estudio	histológico	(MS=14	días).	Los	animales	tratados	intraperitonealmente	con	
rapamicina	a	10	mg/kg	en	los	días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	mostraron	un	incremento	de	la	
supervivencia,	alcanzando	los	28-36	días	(MS=32,5	días,	P=0,000321).	No	se	apreció	un	
incremento	en	la	supervivencia	asociado	al	tratamiento	combinado	con	administración	
local	y	sistémica	 respecto	a	 la	administración	sistémica.	La	supervivencia	 fue	de	32-
44	 días	 (MS=35,6	 días,	P=0,000714;	P=0,373	 comparación	 entre	 el	 tratamiento	 con	
rapamicina	administrada	sistémicamente	y	la	administración	de	rapamicina	sistémica	y	
local)	(Fig.	4.10.D).	
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4.2. Administración potenciada por convección de rapamicina o torisel: 
toxicidad y eficacia en modelos de glioma intracraneal en ratas. 
Considerando	 el	 efecto	 tóxico	 producido	 por	 la	 rapamicina	 o	 su	 análogo	
torisel	 al	 utilizarse	 en	 el	 tratamiento	 de	 ratas	 xenotransplantadas	 con	 U87MG	 tanto	
intracranealmente	 como	 de	 forma	 sistémica,	 se	 tomó	 la	 decisión	 de	 intentar	 reducir	
la	 toxicidad	utilizando	un	sistema	de	administración	 intratumoral	directa	del	 fármaco.	
Utilizamos	 el	 sistema	 CED	 ya	 que	 existía	 evidencia	 de	 reducción	 de	 la	 toxicidad	
respecto	a	 la	administración	sistémica.	Este	método	 implicaba	una	disminución	de	 la	
concentración	del	fármaco	al	aplicarse	directamente	en	el	tumor	sin	verse	afectado	por	
la	BBB	(Kikuchi	et	al.	2008).
4.2.1. Estudio de la toxicidad tisular
Antes	de	tratar	a	las	ratas	inmunodeficientes	xenotransplantadas,	realizamos	un	
experimento	para	evaluar	la	posible	toxicidad	cerebral	provocada	por	la	administración	
directa	de	los	fármacos	y	poder	determinar	la	dosis	máxima	tolerada	(Tabla	4.2).
La	 rapamicina	o	el	 torisel	 fueron	administrados	con	 instilación	en	un	volumen	
total	de	20	µl,	utilizando	CED	en	cerebros	de	ratas	adultas	inmunocompetentes,	en	el	
hemisferio	derecho,	a	un	flujo	de	0,5	µl/min.	Para	el	análisis	de	la	toxicidad	del	vehículo,	
se	aplicó	simultáneamente	en	el	hemisferio	izquierdo	la	misma	cantidad	de	etanol	que	la	
empleada	para	disolver	los	fármacos	inyectados	en	el	hemisferio	derecho.	Se	emplearon	
disoluciones	seriadas	de	los	fármacos	para	encontrar	la	máxima	concentración	que	no	
genera	daño	inaceptable	en	el	tejido.	Se	utilizaron	concentraciones	de	500;	100;	50;	10;	
1;	0,5;	0,1	y	0,05	µg/ml	de	rapamicina	o	torisel	(Fig.	4.11	y	4.12).	
Los	animales	fueron	sacrificados,	7	días	después	de	la	aplicación	del	tratamiento.	
Se	realizó	el	análisis	de	los	cerebros	mediante	una	tinción	con	hematoxilina	y	eosina,	
encontrándose	evidencias	histológicas	de	daño	neurotóxico	para	la	concentración	más	
alta,	 500	µg/ml,	 no	 sólo	 con	 los	 fármacos	 sino	 también	 con	el	 vehículo.	Este	 hecho	
indica	 que	 la	 concentración	 de	 etanol	 utilizada	 en	 la	 dosis	más	 alta	 era	 tóxica	 (Fig.	
4.11.A	y	4.12.A).	
En	 los	 animales	 que	 recibieron	 fármacos	 mediante	 CED	 a	 menores	
concentraciones,	el	tejido	cerebral	mostró	un	ligero	trauma	en	el	lugar	de	la	cánula,	en	
el	estriado,	sin	mayores	síntomas	de	 toxicidad	aparente	en	el	 tejido	 (Fig.	4.11.B-H	y	
4.12.B-H).
No	 se	 observaron	 signos	 de	 toxicidad	 sistémica,	 como	el	 descenso	 del	 peso	
y	 la	 pérdida	 del	 pelo,	 con	 ninguno	 de	 los	 tratamientos	mediante	 CED.	 Tampoco	 se	
apreciaron	cambios	significativos	neurológicos	o	de	comportamiento	tras	el	tratamiento.	
La	concentración	máxima	tolerada	de	rapamicina	y	torisel	utilizando	la	administración	
por	CED	fue	establecida	en	100	µg/ml.
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4.2.2. Detección de pS6 in vivo por inmunohistoquímica tras la administración de 
los fármacos mediante CED
Una	vez	determinada	la	concentración	máxima	tolerada	de	rapamicina	y	torisel,	
22	ratas	con	tumores	intracraneales	U87MG	fueron	tratadas	con	100	µg/ml	del	fármaco:	
10	con	rapamicina,	10	con	torisel	y	2	controles	(Tabla	4.2).	Las	ratas	fueron	sacrificadas	
los	días	1,	2,	3,	4	y	5	después	del	tratamiento	para	analizar	el	nivel	de	fosforilación	de	la	
proteína	S6	(Fig.	4.13	y	4.14).
La	 proteína	 S6	 fosforilada	 se	 encontró	 abundantemente	 expresada	 en	 los	
Tabla 4.2 Animales empleados 
Fármaco Dosis Calendario 
tratamiento 
 (días) 
Tipo de 
administración 
n Estudio 
Rapamicina 10 µg 7 CED 2 Toxicidad  
Etanol 50% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 10% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 1 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 5% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.1% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.02 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.01% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.01 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.05% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.002 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.001% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 0.001 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.005% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 10 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 50% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 10% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 1 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 5% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.2 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.1% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.02 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.01% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.01 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.05% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.002 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.001% 7 CED  Toxicidad 
Torisel 0.001 µg 7 CED 2 Toxicidad 
Etanol 0.005% 7 CED  Toxicidad 
Rapamicina 2 µg 7 CED 10 IHC 
Torisel 2 µg 7 CED 10 IHC 
Etanol 10% 7 CED 2 IHC 
Rapamicina 2 µg 7 CED 10 ELISA 
Torisel 2 µg 7 CED 10 ELISA 
Etanol 1% 7 CED 2 ELISA 
Rapamicina 2 µg  7 CED 6 Supervivencia 
Etanol 10% 7 CED 6 Supervivencia 
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Fig. 4.11	Estudio	de	 la	 toxicidad	de	 la	rapamicina	a	diferentes	concentraciones	suministrada	 localmente	
mediante	CED	(tinción	hematoxilina	y	eosina).	En	el	hemisferio	derecho	se	administró	rapamicina	a	la	con-
centración	indicada,	mientras	que	en	el	hemisferio	izquierdo	se	inyectó	el	vehículo	equivalente.
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Fig. 4.12 Estudio	de	toxicidad	del	torisel	a	diferentes	concentraciones	suministrado	localmente	mediante	
CED	(tinción	hematoxilina	y	eosina).	En	el	hemisferio	derecho	se	administró	torisel	a	la	concentración	indi-
cada,	mientras	que	en	el	hemisferio	izquierdo	se	inyectó	el	vehículo	equivalente.
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tumores	 U87MG	 de	 las	 ratas	 control	 (Fig.	 4.14.K).	Al	 analizar	 los	 cerebros	 tratados	
con	rapamicina	a	los	1,	2,	3,	4,	y	5	días	se	encontró	también	una	alta	expresión	de	la	
proteína	S6	fosforilada	(Fig.	4.14.A-E)	a	excepción	de	una	pequeña	zona	de	inhibición	
de	la	fosforilación	1	día	después	del	tratamiento	con	rapamicina	(Fig.	4.13.A-C).	En	el	
caso	del	tratamiento	con	torisel	se	detectaron	altos	niveles	de	pS6	a	todos	los	tiempos	
analizados	(Fig.	4.14.F-J).
A B
C
D E
Fig. 4.13 Detalle	 del	 análisis	 inmunohistoquímico	 de	 la	 fosforilación	 de	 S6	 en	 tumores	 generados	 por	
U87MG.	(A)	Tumor	después	de	1	día	de	tratamiento	que	presenta	una	zona	sin	señal	de	pS6.	(B)	10x	(C)	
40x.	(D)	Cerebro	después	de	2	días	de	tratamiento,	(E)	10x.
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No	se	observó,	por	 tanto,	un	cambio	considerable	en	el	estado	de	activación	
de	 la	 vía	 de	 mTOR	 al	 administrar	 rapamicina	 o	 torisel	 mediante	 CED	 en	 tumores	
intracraneales	U87MG.
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Fig. 4.14 Detección	inmunohistoquímica	de	pS6	en	tumores	generados	por	la	línea	U87MG.	(A-E)	Tumores	
tratados	con	100	µg/ml	de	rapamicina	(días	1,	2,	3,	4	y	5	después	de	la	instilación	mediante	CED).	(F-J)	
Tumores	tratados	con	100	µg/ml	de	torisel	(días	1,	2,	3,	4	y	5	después	de	la	instilación	mediante	CED).	(K)	
Control	positivo	y	(L)	negativo	para	la	tinción	de	la	pS6.
4.2.3. Detección de pS6 in vivo mediante ELISA tras la administración de los 
fármacos mediante CED 
Con	 la	 intención	 de	 cuantificar	 los	 resultados	 obtenidos	 mediante	
inmunohistoquímica,	22	ratas	con	tumores	intracraneales	U87MG	fueron	tratadas	con	
una	dosis	de	100	µg/ml:	10	ratas	con	rapamicina,	10	ratas	con	torisel	y	2	ratas	control	
(Tabla	4.2).	Las	ratas	fueron	sacrificadas	los	días	1,	2,	3,	4,	y	5	después	del	tratamiento	
para	analizar	la	fosforilación	de	la	proteína	S6,	al	igual	que	se	hizo	en	el	estudio	de	IHC	
(Fig.	4.15).	
Los	niveles	de	pS6	detectados	en	 los	tumores	no	varíaron	con	respecto	a	 los	
cerebros	control	en	las	ratas	tratadas	con	rapamicina	(Fig.	4.15.A)	o	torisel	(Fig.	4.15.B).	
La	expresión	de	la	pS6	se	mantuvo	al	mismo	nivel	que	el	control	a	lo	largo	de	los	cinco	
días	tras	el	tratamiento	con	cualquiera	de	los	dos	compuestos.	
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Fig. 4.15 Ensayo	de	ELISA	para	cuantificar	el	nivel	de	fosforilación	de	S6	en	tumores	U87MG		1,	2,	3,	4	y	5	
días	después	de	la	CED.	(A)	Animales	tratados	con	100	µg/ml	de	rapamicina	1,	2,	3,	4	y	5	días	después	de	
la	CED.	(B)	Animales	tratados	con	100	µg/ml	de	torisel	1,	2,	3,	4	y	5	días	después	de	la	CED.
La	conclusión	fue	que	no	se	observó	ninguna	reducción	en	el	nivel	de	fosforilzación	
de	pS6	al	tratar	a	los	animales	xenotransplantados	con	rapamicina	o	torisel	mediante	
CED.
4.2.4. Toxicidad sistémica
Realizamos	 un	 ensayo	 de	 supervivencia	 con	 animales	 xenotransplantados	
ortotópicamente	con	células	U87MG	y	tratados	mediante	CED	con	rapamicina	(100µg/
ml)	 (Tabla	4.2).	Se	 llevó	a	cabo	el	seguimiento	de	 los	signos	de	 toxicidad	durante	el	
curso	del	tratamiento.	
En	 contraste	 con	 los	 animales	 tratados	 con	 inyección	 intraperitoneal	 de	
rapamicina	o	torisel,	no	se	produjo	pérdida	de	pelo	en	ninguno	de	los	animales	tratados	
mediante	CED	con	rapamicina.
El	peso	de	los	animales	fue	también	registrado	como	un	síntoma	de	la	toxicidad	
de	los	fármacos,	(Fig.	4.16.A).	Todos	los	animales	sufrieron	una	pérdida	de	peso	tras	la	
implantación	del	tumor,	que	fue	menor	del	1.1	%	respecto	a	su	peso	original.	Cuando	los	
animales	recibieron	rapamicina	mediante	CED	no	sufrieron	ninguna	disminución	de	su	
peso,	sugiriendo	que	el	proceso	quirúrgico	no	afectó	a	los	animales,	de	hecho	ganaron	
aproximadamente	un	5.0%	de	peso	en	los	días	posteriores	al	tratamiento	con	CED.	
Todos	los	animales	sufrieron	una	disminución	de	peso	aproximadamente	del	9.3	
%,	en	el	momento	de	su	muerte	probablemente	debido	al	tumor.	
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Fig. 4.16	Estudio	de	supervivencia	con	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG	y	tratados	con	
100	µg/ml	de	rapamicina	mediante	CED.	(A)	Evolución	del	peso	de	los	animales	tras	el	implante	del	tumor	
(B)	Gráfica	Kaplan-Meier	mostrando	la	supervivencia	de	los	animales	frente	al	control.
4.2.5. Supervivencia de animales xenotransplantados ortotópicamente con U87MG 
y tratados con rapamicina mediante CED
Se	realizó	un	estudio	de	supervivencia	en	animales	con	tumores	intracraneales	
U87MG	tratados	por	CED	con	rapamicina	(100	µg/ml),	7	días	después	del	implante	de	
las	células	tumorales	(Fig.	4.16.B)	(Tabla	4.2).	
Doce	ratas	atímicas	recibieron	la	implantación	de	células	tumorales	U87MG	en	
el	estriado	y	fueron	divididas	aleatoriamente	en	dos	grupos.	Siete	días	después	de	la	
implantación	del	tumor,	las	ratas	recibieron	el	tratamiento	de	100	µg/ml	de	rapamicina,	
o	el	vehículo	mediante	CED.
Entre	los	días	12	y	13,	todas	las	ratas	control	desarrollaron	síntomas	neurológicos	
debidos	 a	 la	 presencia	 de	 tumores	 intracraneales	 de	 gran	 tamaño,	 posteriormente	
confirmados	por	los	estudios	histológicos	(MS=	12,5	días).	
Los	animales	tratados	con	100	µg/ml	de	rapamicina	administrado	mediante	CED	
murieron	 en	 torno	 a	 los	 días	 12-16	 (MS=	 13,67	 días;	 P=	 0,373).	 No	 se	 observó	 un	
incremento	de	la	supervivencia	asociada	a	este	tratamiento.
La	 evaluación	 histopatológica	 del	 tejido	 cerebral	 fue	 realizada	 en	 todos	 los	
animales	después	de	su	fallecimiento.	Los	animales	que	mostraron	síntomas	evidentes	
de	progresión	del	tumor	fueron	sacrificados.	En	todos	los	casos	se	apreció	la	progresión	
del	tumor.
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4.3. Efecto de la rapamicina en células troncales tumorales derivadas de 
GBM humanos in vitro e in vivo mediante xenotransplantes ortotópico
Se	analizó	el	efecto	que	produce	la	rapamicina	en	células	troncales	tumorales	
(CSCs)	derivadas	de	GBMs	humanos.	Previamente	en	nuestro	laboratorio	se	derivaron	
cultivos	 enriquecidos	 en	 CSCs	 a	 partir	 de	 piezas	 de	 exéresis	 quirúrgica	 de	 dos	
pacientes	denominados	CSCs-5	y	CSCs-7.	Se	observó	que	las	células	eran	capaces	de	
autorrenovarse	y	proliferar	a	largo	plazo	como	neuroesferas,	expresando	los	marcadores	
de	 células	 troncales	 neurales:	 CD133,	 nestina,	 Sox2,	 vimentina	 y	 nucleostemina.	
Las	CSCs-5	y	CSCs-7	son	multipotentes,	como	demuestra	su	capacidad	de	originar,	
neuronas,	astrocitos	y	oligodendrocitos,	tras	12	días	en	condiciones	de	diferenciación.
Una	vez	que	los	cultivos	de	CSCs-5	y	CSCs-7	fueron	establecidos	y	caracterizados	
por	Jon	Gil,	se	realizaron	experimentos	in	vitro	para	estudiar	el	efecto	de	la	rapamicina	
en	proliferación,	muerte	celular,	expresión	de	CD133,	habilidad	para	generar	colonias	
en	agar	blando	y	la	inhibición	de	la	vía	de	mTOR.	Asimismo	se	valoró	el	efecto	de	la	
rapamicina	en	xenotransplantes	ortotópicos	de	la	línea	celular	CSCs-5.
4.3.1. Efecto de la rapamicina en la proliferación de las CSCs
Se	 estudió	 el	 efecto	 de	 la	 rapamicina	 en	 el	 crecimiento	 celular	 de	 las	 líneas	
CSCs-5	y	CSCs-7,	y	se	comparó	con	las	líneas	celulares	establecidas	de	GBM	humano:	
U87MG	y	U251MG.	
El	 etanol,	 a	 las	 concentraciones	 empleadas	 para	 disolver	 la	 rapamicina,	 no	
parece	causar	ninguna	citotoxicidad	a	las	células	CSCs-5,	CSCs-7,	U87MG	y	U251MG.	
El	suministro	de	rapamicina,	como	ha	sido	explicado	previamente,	no	muestra	un	efecto	
citotóxico	en	las	líneas	celulares	U87MG	y	U251MG	pero	sí	tiene	un	efecto	citostático.	
Cuando	 se	 administró	 rapamicina	 a	 las	 células	 U87MG,	 el	 crecimiento	 celular	 a	 24	
horas	se	redujo	al	92,0%	y	90,7%	(para	2,5	y	1000	ng/ml	respectivamente).	A	48	horas	
de	 añadir	 rapamicina,	 el	 crecimiento	 celular	 se	 redujo	 	 al	 77,7%	 y	 73,2%,	 (para	 2,5	
ng/ml	y	1000	ng/ml	respectivamente).	Pasadas	72	horas	de	la	adición	del	fármaco,	el	
crecimiento	celular	no	varió	significativamente	con	respecto	de	las	48	horas,	resultando	
en	tasas	de	crecimiento	de	73,4%	y	65,7%	respecto	el	control,	(Fig.	4.17.A).
Los	 resultados	 fueron	 diferentes	 cuando	 se	 utilizó	 rapamicina	 en	 células	
U251MG.	Estas	 células,	 examinadas	 a	 24	 horas	 del	 tratamiento	 con	 rapamicina,	 no	
mostraron	una	diferencia	significativa	con	respecto	a	las	células	control.	A	48	horas	del	
tratamiento	el	fármaco	comenzó	a	tener	efecto	en	el	crecimiento	celular,	reduciéndolo	a	
98,2%	y	90,8%	(para	2,5	y	1000	ng/ml	respectivamente).	A	las	72	horas	del	tratamiento	
con	rapamicina,	el	crecimiento	celular	se	redujo	respecto	al	control	a	98,7%	y	80,2%	
(Fig.	4.17.B).
El	efecto	citostático	fue	menor	para	las	células	U251MG	que	para	las	U87MG.	
Pero	en	ambas	líneas	celulares,	se	observó	una	inhibición	del	crecimiento	celular.	Las	
células	CSCs-5	y	CSCs-7	tratadas	con	2,5	ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	mostraron	un	
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Fig. 4.17	Efecto	 de	 la	 rapamicina	a	 diferentes	 concentraciones,	 en	 la	 proliferación	de:	 (A)	U87MG,	 (B)	
U251MG,	(C)	CSCs-5	y	(D)	CSCs-7.	(*)	p<	0,05;	(**)	p<	0,001.
profundo	efecto	en	el	crecimiento	celular	disminuyéndolo	en	un	50%,	(Fig.	4.17.C	y	Fig.	
4.17.D).	
Cuando	 la	 rapamicina	 fue	 suministrada	 a	 las	 células	 CSCs-5,	 el	 crecimiento	
celular	a	día	3	se	redujo	al	56%	y	39%	para	2,5	y	1000	ng/ml	respectivamente.	En	la	
última	medida,	tomada	a	día	6,	el	crecimiento	celular	no	mostró	un	cambio	significativo	
con	 respecto	 a	 los	 resultados	 obtenidos	 a	 día	 3,	 proporcionando	 resultados	 de	
crecimiento	celular	de	57%	y	45%	respecto	el	control	(Fig.	4.17.C).	Existe	una	tendencia	
a	 la	diferencia,	aunque	no	es	significativa,	en	el	crecimiento	celular	entre	 las	células	
tratadas	con	2,5	o	1000	ng/ml,	y	esta	diferencia	tiende	a	desaparecer	con	el	tiempo.
Los	resultados	fueron	muy	similares	cuando	se	utilizó	rapamicina	en	las	células	
CSCs-7.	Estas	células	tratadas	durante	3	días	con	rapamicina	presentan	una	diferencia	
significativa	con	las	células	control,	el	crecimiento	celular	se	redujo	hasta	el	46%	y	30%	
para	2,5	ng/ml	y	1000	ng/ml	 respectivamente.	A	día	6	el	efecto	del	 tratamiento	en	el	
crecimiento	 celular	 no	 cambió	 con	 respecto	 a	 día	 3,	 proporcionando	 un	 crecimiento	
celular	del	49%	y	39%,	(Fig.	4.17.D).	Al	igual	que	con	las	células	CSCs-5,	se	aprecia	
una	tendencia	a	la	diferencia,	aunque	no	es	significativa,	en	el	crecimiento	celular	entre	
las	células	tratadas	con	2,5	ó	1000	ng/ml,	y	esta	diferencia	tiende	a	desaparecer	con	el	
tiempo.
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4.3.2. Efecto de la rapamicina en la expresión de CD133
Se	analizó	el	efecto	de	la	rapamicina	en	la	expresión	de	el	marcador	de	célula	
troncal	CD133	en	las	células	CSCs-5	y	CSCs-7	encontrándose	un	importante	efecto	de	
disminución	de	la	expresión	de	CD133	para	las	células	CSCs-5	y	CSCs-7	(Fig.	4.18	y	
Fig.	4.19).
A	 día	 3,	 la	 población	 de	CD133+	 en	 la	muestra	 control	 fue	 de	 64,13%	 frente	
a	44,0%	para	2,5	ng/ml	de	 rapamicina	y	40,8%	para	1000	ng/m	de	 rapamicina.	Los	
resultados	a	día	6	no	cambiaron	sustancialmente	con	respecto	a	los	del	día	3;	mostrando	
concentraciones	en	las	células	control	del	64,0%	y	del	40,0%,	35,2%	para	2,5	y	1000	
ng/ml	respectivamente.	No	se	encontraron	diferencias	significativas	en	la	expresión	de	
CD133	para	 las	dos	concentraciones	de	rapamicina	 (2,5	y	1000	ng/ml)	 (Fig.	4.18.A).	
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Fig. 4.18 (A)	Efecto	que	produce	la	rapamicina	en	la	expresión	de	CD133	en	CSCs-5	a	diferentes	concen-
traciones:	0	ng/ml;	vehículo;	2,5	ng/ml	y	1000	ng/ml.	(B)	Las	gráficas	muestran	valores	representativos	de	
la	expresión	de	CD133	en	CSCs-5,	tras	3	días	de	tratamiento	con	rapamicina.	(**)	p<0,001.
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Fig. 4.19 (A)	Efecto	de	la	rapamicina	en	la	expresión	de	CD133	en	CSCs-7	a	diferentes	concentraciones:
	0	ng/ml;	vehículo;	2,5	ng/ml	y	1000	ng/ml.	(B)	Las	gráficas	muestran	valores	representativos	de	la	expre-
sión	de	CD133	en	CSCs-7,	tras	3	días	de	tratamiento	con	rapamicina.	(**)	p<0,001.
Las	gráficas	(Fig.	4.18.B)	muestran	valores	representativos	de	la	expresión	de	CD133	
después	del	tratamiento	con	rapamicina	durante	3	o	6	días.	
También	se	analizó	el	efecto	de	la	rapamicina	en	la	expresión	de	CD133	en	las	
células	CSCs-7.	Al	 igual	 que	con	 las	 células	CSCs-5,	 se	encontró	una	población	de	
CD133+	significativamente	disminuida	con	respecto	a	las	células	control	(p<0,001),	(Fig.	
4.19).	A	día	3,	la	población	de	CD133+	del	control	fue	de	60,93%	frente	a	43,3%	para	
2,5	ng/ml	de	rapamicina	y	37,3%	para	1000	ng/ml	de	rapamicina.	Los	resultados	a	día	6	
mostraron	una	ligera	variación	con	respecto	a	los	resultados	a	día	3.	En	las	células	CSCs-
7	se	encontró	un	porcentaje	de	células	CD133+	del	59,7%.	Valores	de	37,3%	y	36,4%	
se	obtuvieron	para	2,5	y	1000	ng/ml	 respectivamente.	No	se	encontraron	diferencias	
significativas	en	la	expresión	de	CD133+	para	las	dos	concentraciones	de	rapamicina	
(2,5	y	1000	ng/ml)	 (Fig.	4.19.A).	Las	gráficas	muestran	perfiles	 representativos	de	 la	
expresión	de	CD133	después	del	tratamiento	con	rapamicina	durante	3	ó	6	días	(Fig.	
4.19.B).		
99
Resultados
4.3.3. Efecto de la rapamicina en la capacidad de formación de colonias en agar 
blando
Se	empleó	el	ensayo	de	agar	blando	para	estimar	el	potencial	tumorigénico	de	
las	células	CSCs-5	y	CSCs-7	tratadas	con	2,5	ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	(Fig.	4.20	y	
4.21).Se	sembraron	células	CSCs-5	en	agar	blando	al	0,35%	con	distintas	cantidades	
de	rapamicina:	control,	vehículo,	2,5	ng/ml	o	1000	ng/ml	de	rapamicina.	Catorce	días	
después	 de	 sembrar	 las	 células,	 las	 colonias	 viables	 resultantes	 fueron	 teñidas	 con	
MTT	y	fotografiadas.	Sobre	la	imagen	en	escala	de	grises	se	aplicó	una	tabla	de	color,	
utilizando	el	software	ImageJ,	para	cuantificar	el	número	e	intensidad	de	las	colonias	en	
distintas	condiciones	mediante	una	barra	de	calibración.	Se	estableció	un	umbral	de	un	
mínimo	de	10	píxeles	para	considerar	un	evento	como	colonia	(Fig.	4.20).	
Se	observó	que	al	añadir	el	vehículo	al	agar,	la	generación	de	colonias	fue	igual	
a	la	del	control;	por	lo	que	el	vehículo	no	afectó	la	capacidad	de	las	células	CSCs-5	de	
formar	colonias.
La	adición	de	rapamicina	a	las	células	CSCs-5,	produce	un	descenso	notable	en	
la	formación	de	colonias.	Cuando	se	administraron	2,5	ng/ml	en	el	cultivo	semisólido,	
la	capacidad	de	generar	colonias	descendió	de	forma	no	significativa	con	respecto	al	
control	(100%	para	el	control	vs.	76,32%	para	2,5	ng/ml	de	rapamicina).	Sin	embargo,	al	
añadir	1000	ng/ml	de	rapamicina	al	cultivo	se	observó	un	cambio	drástico	en	la	capacidad	
de	formar	colonias	con	respecto	al	control	(100%	control	vs.	4,91%	para	1000	ng/ml,	p<	
0,001)	(Fig.	4.20.B).	
El	mismo	experimento	fue	realizado	con	las	células	CSCs-7.	Al	igual	que	ocurrió	
con	las	células	CSCs-5,	el	vehículo	no	afecta	la	capacidad	de	formar	colonias	de	las	
células	CSCs-7.	Al	añadir	rapamicina	la	capacidad	de	generar	colonias	de	las	células	
CSCs-7	descendió	(Fig.	4.21).	La	concentración	de	2,5	ng/ml	de	rapamicina	redujo	algo	
la	capacidad	de	generar	colonias	(77,41%)	con	respecto	al	control	 (100%).	Pero	una	
mayor	concentración	de	rapamicina,	1000	ng/ml,	redujo	sustancialmente	la	capacidad	
de	formar	colonias	(13,47%)	frente	al	control	(100%),	p<	0,05,	(Fig.	4.21.B).
4.3.4. Efecto de la rapamicina en el estado de fosforilación de S6 y Akt en líneas 
establecidas CSCs in vitro
En	condiciones	de	proliferación,	mTOR	fosforila	la	quinasa	p70S6	que,	a	su	vez,	
fosforila	la	proteína	ribosómica	S6.	Se	analizó	el	efecto	que	produce	la	rapamicina	en	
U87MG,	CSCs-5	y	CSCs-7	sobre	la	vía	de	mTOR	mediante	western	blot	para	pS6,	S6,	
pAkt	y	Akt.
La	 proteína	 ribosómica	 S6	 se	 encuentra	 altamente	 fosforilada	 en	 las	 células	
U87MG	(Fig.	4.22.A).	Después	del	tratamiento	con	el	vehículo	no	se	observaron	cambios	
en	la	detección	de	la	pS6	(Fig.	4.22.A).	Dos	y	tres	días	después	del	tratamiento	con	2,5	
ng/ml	ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	se	observó	una	disminución	de	los	niveles	de	pS6	
(Fig.	4.22.A),	indicando	que	la	inhibición	se	mantiene	al	menos	72	horas.
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Fig. 4.20 Efecto	de	la	rapamicina	en	la	capacidad	de	formación	de	colonias	de	CSCs-5	sembradas	en	agar	
blando.	(A)	Colonias	de	CSCs-5	formadas	después	de	14	días	de	incubación	en	agar	blando	al	0,35%	en	
ausencia	o	presencia	de	distintas	cantidades	de	 	 rapamicina.	Las	colonias	se	 tiñeron	con	MTT	y	 fueron	
fotografiadas.	(B)	Análisis	cuantitativo	del	número	de	colonias	formadas	por	CSCs-5	para	cada	condición:	
0;	vehículo;	2.5	ng/ml	y	1000	ng/ml.	(**)	p<0,001	
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Fig. 4.21	Efecto	de	la	rapamicina	en	la	capacidad	de	formación	de	colonias	de	CSCs-7	sembradas	en	agar	
blando.	(A)	Colonias	de	CSCs-7	formadas	después	de	14	días	de	incubación	en	agar	blando	al	0,35%	en	
ausencia	o	presencia	de	distintas	cantidades	de		rapamicina.	Las	colonias	se	tiñeron	con	MTT	y	fueron	
fotografiadas.	B)	Análisis	cuantitativo	del	número	de	colonias	formadas	por	CSCs-7	para	cada	condición:	0;	
vehículo;	2.5	ng/ml	y	1000	ng/ml.	(**)	p<0,001.
0
20
40
60
80
100
vehículo                             2,5                                 10000
C
an
tid
ad
 d
e 
co
lo
ni
as
 (%
)
Rapamicina (ng/ml)
*
B
A
Rapamicina (0 ng/ml) Vehículo (etanol)
Rapamicina (2,5 ng/ml) Rapamicina (1000 ng/ml)
Señal MTT 
102
Resultados
El	análisis	de	la	proteína	pS6	en	las	células	CSCs-5	y	CSCs-7	originó	resultados	
equivalentes.	Mediante	el	western	blot	para	la	proteína	S6	fosforilada	en	células	CSCs-
5	tratadas	con	2,5	ng/ml	o	1000	ng/ml	de	rapamicina	se	detectó	la	inhibición	total	de	la	
fosforilación	de	la	proteína	S6	tres	días	después	de	la	administración	del	fármaco.	Una	
inhibición	similar	se	apreció	en	las	células	CSCs-5	en	las	mismas	condiciones	6	días	
después	del	suministro	del	fármaco	(Fig.	4.22.B).
También	se	encontraron	altos	niveles	de	fosforilación	de	la	proteína	S6	en	las	
células	 CSCs-7	 (Fig.	 4.22.C).	 Después	 de	 suministrar	 el	 vehículo,	 no	 se	 apreciaron	
cambios	en	 la	expresión	de	 la	pS6.	Tres	días	después	del	 tratamiento	con	2,5	ng/ml	
ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	se	observó	un	fuerte	descenso	en	la	fosforilación	de	S6.	
Al	 analizar	 el	 efecto	 tras	6	días	de	 la	 administración	del	 fármaco,	 la	 inhibición	en	 la	
fosforilación	de	S6	se	mantuvo	intacta	(Fig.	4.22.C).
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Fig. 4.22 Análisis	de	de	los	niveles	totales	y	fosforilados	de	la	proteína	ribosómica	S6	y	la	quinasa	Akt	me-
diante	western	blot	en	presencia	de	0	ng/ml;	vehículo;	2,5	ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	en:	(A)	U87MG,	(B)	
CSCs-5	y	(C)	CSCs-7.	DIV2=	día	2;	DIV3=	día	3,	DIV6=	día	6.
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Los	 niveles	 totales	 de	 proteína	 S6	 se	 mantuvieron	 sin	 cambios	 en	 U87MG,	
CSCs-5	y	CSCs-7	después	del	tratamiento	con	rapamicina.	
También	se	evaluó	el	efecto	de	la	rapamicina	en	la	quinasa	Akt,	perteneciente	a	
la	vía	de	señalización	pre-mTOR,	en	las	tres	líneas	celulares:	U87MG,	CSCs-5	y	CSCs-
7.
Las	células	U87MG	control	y	tratadas	con	el	vehículo	presentaron	niveles	muy	
bajos	de	pAkt,	mientras	que	se	detectó	un	considerable	aumento	de	la	fosforilación	de	
Akt	en	las	células	tratadas	con	2,5	ng/ml	ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	2	días	después	de	
la	administración	del	fármaco.	La	expresión	de	pAkt	se	vio	incrementada	en	las	células	
U87MG,	tras	tres	días	de	tratamiento	con	2,5	ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	(Fig.	4.22.A).
Las	células	CSCs-5	presentaron	el	mismo	patrón	de	fosforilación	de	Akt	que	la	
línea	U87MG	detectándose	mayores	niveles	tras	3	ó	6	días	de	la	administración	de	2,5	
ó	1000	ng/ml	de	rapamicina,	en	comparación	con	las	células	control	y	tratadas	con	el	
vehículo	(Fig.	4.22.B).	
El	análisis	de	la	proteína	pAkt	en	las	células	CSCs-7	tratadas	con	2,5	ng/ml	o	
1000	ng/ml	de	rapamicina	también	mostró	un	incremento	de	la	proteína	pAkt	a	los	3	o	6	
días	del	suministro	del	fármaco	(Fig.	4.22.B).
Los	niveles	totales	de	Akt	se	mantuvieron	estables	en	U87MG,	CSCs-5	y	CSCs-
7	después	del	tratamiento	con	rapamicina.	
4.3.5. Efecto de la rapamicina en la autorrenovación de las CSCs
Una	aproximación	 in	vitro	para	evaluar	el	potencial	de	autorrenovación	de	 las	
células	 troncales	 consiste	 en	 realizar	 el	 ensayo	 de	 esferas	 secundarias.	 El	 método	
se	 basa	 en	 sembrar	 células	 pretratadas	 a	 baja	 densidad	 y	 analizar	 la	 formación	 de	
neuroesferas		(Fig.	4.23.A).
Cuando	se	sembraron	1.000	células	CSCs-5	por	pocillo	de	placa	M96	en	presencia	
de		medio	control,	fueron	capaces	de	generar	una	media	de	13,23	neuroesferas	de	entre	
75	y	150	µm	y	4,54	neuroesferas	mayores	de	150	µm.	No	se	encontraron	diferencias	
significativas	 cuando	 se	 administró	 el	 vehículo	 a	 las	 células	 (12,54	 neuroesferas	 de	
75-150	µm;	5,18	neuroesferas	mayores	de	150	µm).	La	administración	de	2,5	ng/ml	
de	rapamicina	generó	una	reducción	significativa	en	la	formación	de	las	neuroesferas	
secundarias	 de	 mayor	 tamaño	 (15	 neuroesferas	 de	 75-150µm;	 1,18	 neuroesferas	
mayores	que	150	µm,	p<0,001).	Prácticamente	se	anuló	la	capacidad	de	formación	de	
neuroesferas	al	añadir	1000	ng/ml	de	 rapamicina,	 (0,47	neuroesferas	de	75-150	µm,	
p<0,001;	0	neuroesferas	mayores	que	150	µm,	p<0,001)	(Fig.	4.23.B).
4.3.6. Monitorización del desarrollo de tumores intracraneales inducidos con 
U87MG y CSCs-5 mediante imágenes de resonancia magnética (MRI)
Se	realizó	un	estudio	de	supervivencia	en	modelos	de	xenotransplantes	ortotópico	
con	U87MG	y	CSCs-5.
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Fig. 4.23	Formación	de	neuroesferas	secundarias	de	CSCs-5	después	del	tratamiento	con	rapamicina.	(A)	
Imágenes	representativas	de	las	esferas	secundarias	formadas	tras	14	días	con:	0	ng/ml;	vehículo;	2,5	o	
1000	ng/ml	de	rapamicina.	Barra	de	escala	de	150	µm.	(B)	Cuantificación	del	número	de	neurosferas	tras	
los	diferentes	tratamientos,	con	tamaño	entre	75	y	150	µm	o	mayores	de	150	µm.	(**)	p<0,001.
Las	ratas	recibieron	un	implante	de	células	tumorales	U87MG	o	CSCs-5	en	el	
estriado.	Siete	días	después	de	la	implantación	de	células	U87MG	se	realizó	una	MRI	
para	asegurar	 la	existencia	de	 tumor	y	para	determinar	con	exactitud	su	 localización	
una	vez	formado	(Fig.	4.24.A).	La	figura	presenta	una	vista	axial	del	mismo	animal	con	
una	diferencia	de	1	mm	de	profundidad	entre	 las	dos	 imágenes.	Se	puede	observar	
claramente	 la	 presencia	 de	 un	 tumor	 en	 todas	 las	 imágenes.	 El	 volumen	 del	 tumor	
U87MG	existente	al	comienzo	del	tratamiento	fue	de	media	41,065	mm3.
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Fig. 4.24	Imágenes	de	resonancia	magnética	(MRI)	de	un	animal	representativo	con	un	tumor	generado	
(A)	U87MG	y	(B)	CSCs5,	en	el	momento	de	comenzar	el	tratamiento.	Los	tumores	aparecen	como	masas	
hiperintensas	al	ser	visualizados	en	T1	con	agente	de	contraste.	Las	distintas	imágenes	representan	cortes	
consecutivos	separados	entre	sí	por	1	mm	de	profundidad.
También	 se	 analizó	 por	 MRI	 las	 ratas	 que	 recibieron	 el	 implante	 de	 células	
tumorales	CSCs-5.	Las	imágenes	MRI	se	tomaron	28	días	después	de	la	implantación	
de	las	células	dado	que	estos	tumores	presentan	un	crecimiento	más	lento	(Fig.	4.24.B).	
La	imágenes	axiales	muestran	tumores	más	pequeños	que	los	de	U87MG	a	los	7	días.	
El	volumen	medio	de	los	tumores	CSCs-5	al	comienzo	del	tratamiento	fue	de	14,3	mm3.
Todos	los	animales	utilizados	en	el	estudio	de	supervivencia	presentaron	tumores	
cuando	se	realizó	la	MRI.
4.3.7. Análisis de la toxicidad sistémica derivada del tratamiento
Se	 realizó	 un	 seguimiento	 de	 los	 animales	 utilizados	 en	 la	 evaluación	 de	 la	
eficacia	 antitumoral	 de	 la	 rapamicina,	 en	 búsqueda	 de	 posibles	 signos	 de	 toxicidad	
durante	el	curso	del	tratamiento.	Este	consistió	en	1	dosis	intraperitoneal	de	rapamicina	
(10	mg/kg)	cada	7	días.
Todos	los	animales	tratados	con	rapamicina	perdieron	el	pelo	en	torno	al	día	15	
después	del	comienzo	del	tratamiento.	
La	 figura	 4.25.A	muestra	 la	 evolución	 del	 peso	 de	 animales	 con	 tumores	 de	
U87MG	que	recibieron	el	tratamiento	descrito.	Todos	los	animales	sufrieron	una	pérdida	
de	peso	después	de	la	implantación	del	tumor	inferior	al	7	%	de	su	peso.	Cuando	los	
animales	recibieron	cada	inyección	intraperitoneal	de	rapamicina	sufrieron	una	pérdida	
de	peso	de	entre	0,63%	y	10,49%.	Como	 los	animales	 recibieron	rapamicina	cada	7	
días,	fueron	capaces	de	recuperar	peso	antes	de	cada	nueva	inyección.	
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Fig. 4.25	Evolución	del	peso	de	los	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG	o	CSCs-5.	Los	ani-
males	fueron	tratados	con	10	mg/kg	de	rapamicina	cada	7	días,	comenzando	los	días	7	y	28	tras	el	implante	
de	las	células	(A)	U87MG	y	(B)	CSCs-5,	respectivamente.
Los	 animales	 con	 tumores	 CSCs-5,	 ganaron	 peso	 en	 los	 primeros	 28	 días	
después	de	la	implantación	del	tumor.	Una	vez	comenzó	el	tratamiento,	perdieron	peso	
después	 de	 cada	 inyección	 intraperitoneal	 de	 rapamicina,	 pero	 fueron	 capaces	 de	
recuperar	parcialmente	del	peso	perdido	entre	cada	inyección.	
4.3.8. Supervivencia de animales xenotransplantados ortotópicamente con CSCs-
5 o U87MG tratados con rapamicina intraperitonealmente
Los	 estudios	 de	 supervivencia	 se	 realizaron	 mediante	 modelos	 de	 animales	
xenotranplantados	de	glioblastoma	intracraneal	usando	U87MG	y	CSCs-5	(Fig.	4.26).
Diez	ratas	inmunodeficientes	recibieron	un	implante	de	células	tumorales	U87MG	
en	el	estriado	y	fueron	divididas	aleatoriamente	en	dos	grupos.	Siete	días	tras	el	implante	
del	tumor	comenzó	el	tratamiento	con	una	dosis	intraperitoneal	de	rapamicina.	En	torno	
a	los	días	12-16,	todas	las	ratas	control	desarrollaron	síntomas	neurológicos	indicativos	
de	la	presencia	de	tumores	intracraneales	grandes,	posteriormente	confirmados	por	los	
estudios	histológicos	(MS=	14	días).	Los	animales	tratados	con	rapamicina	con	10	mg/
kg	una	vez	por	semana	mostraron	un	incremento	de	la	supervivencia,	fallecieron	entre	
los	40	y	47	días	(MS=	45,2	días,	P=	0,000321)	(Fig.	4.26.A).	
Doce	ratas	atímicas	recibieron	un	implante	de	células	tumorales	CSCs-5	en	el	
estriado,	 y	 posteriormente	 fueron	 divididas	 de	 forma	 aleatoria	 en	 dos	 grupos:	 grupo	
control	 y	 tratado.	 Veintiocho	 días	 después	 de	 la	 implantación	 del	 tumor	 las	 ratas	
comenzaron	a	 recibir	el	 tratamiento	con	 inyecciones	 intraperitoneales	de	 rapamicina.	
En	torno	a	57-66	días	tras	el	implante,	todas	las	ratas	control	comenzaron	a	desarrollar	
síntomas	 neurológicos	 causados	 por	 tumores	 intracraneales	 de	 gran	 tamaño	 (MS=	
61,6	días).	Los	animales	tratados	con	10	mg/kg	de	rapamicina	una	vez	por	semana	no	
mostraron	un	aumento	significativo	de	la	supervivencia,	todos	los	animales	fallecieron	a	
los	60-68	días	(MS=	63,83	días,	P=	0,431),	(Fig.	4.26.B).
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Fig. 4.26 Estudio	de	supervivencia	de	animales	xenotransplantados	con	células	(A)	U87MG	o	(B)	CSCs5	
tratados	con	administraciones	intraperitoneales	de	rapamicina,	10	mg/kg,	cada	7	días,	comenzando	los	días	
7	y	28	tras	el	implante	de	las	células	(A)	U87MG	y	(B)	CSCs-5	respectivamente.
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4.4. Análisis del efecto de la terapia combinada de rapamicina y nanoliposomas 
cargados con CPT-11 in vitro y en modelos de xenotransplantes de GBM en 
roedores
Con	 los	 tratamientos	basados	en	 rapamicina	diseñados	hasta	el	momento,	 si	
bien	se	consiguió	un	claro	beneficio	terapéutico,	no	se	logró	erradicar	completamente	
el	tumor.	Conscientes	de	la	importancia	de	las	terapias	combinadas	en	GBM,	quisimos	
analizar	el	efecto	terapéutico	de	la	combinación	de	un	fármaco	citotóxico,	el	CPT-11,	con	
el	efecto	citostático	de	la	rapamicina.
4.4.1. Efectos citostático y citotóxico de rapamicina y nLs-CPT-11 
Para	 confirmar	 que	 la	 capacidad	 citotóxica	 del	 CPT-11	 no	 se	 pierde	 al	 ser	
encapsulado	en	nanoliposomas	(nLs-CPT-11)	se	realizó	un	experimento	in	vitro	utilizando	
diferentes	concentraciones	del	mismo	frente	a	dos	líneas	de	GBM:	U87MG	y	U251MG.	
Simultáneamente	se	analizó	el	efecto	citostático	de	9	concentraciones	de	rapamicina	en	
las	mismas	líneas	celulares.	El	efecto	de	las	diferentes	concentraciones	de	rapamicina	
y	nLs-CPT-11	fue	analizado	en	tres	tiempos	diferentes	(24,	48	y	72	horas)	(Fig.	4.27).
El	crecimiento	relativo	de	las	células	U87MG	y	en	U251MG,	después	de	añadir	
rapamicina,	a	diferentes	concentraciones	y	tiempos	de	exposición,	se	muestra	en	 las	
figuras	4.27.A		y	4.27.B.	Los	resultados	entre	las	diferentes	concentraciones	y	tiempos	
resultaron	casi	idénticos,	sugiriendo	que	no	hay	diferencias	discernibles	en	el	potencial	
citostático	entre	las	distintas	concentraciones	en	ambas	líneas	celulares.	
El	solvente	de	la	rapamicina	no	parece	causar	ninguna	citotoxicidad	a	las	células	
U87MG	y	U251MG	en	las	concentraciones	empleadas.
La	 rapamicina	 no	 genera	 efectos	 citotóxicos	 en	 ninguna	 de	 las	 dos	 líneas	
celulares,	pero	sí	 tiene	un	efecto	citostático.	Cuando	se	añadieron	2,5	ó	1000	ng/ml	
de	 rapamicina	a	 las	 células	U87MG,	el	 crecimiento	 celular	 a	 las	 24	horas	 se	 redujo	
al	90,4%	y	92,4%,	respectivamente,	mostrando	una	diferencia	significativa	respecto	al	
control	(p<0,001).	A	las	48	horas	el	crecimiento	celular	se	redujo,	a	valores	entre	72,1%	
y	 77,7%,	 respectivamente,	mostrando	 una	 diferencia	 significativa	 respecto	 al	 control	
(p<0,001).	A	 las	 72	 horas,	 el	 crecimiento	 celular	 no	 varió	mucho	 con	 respecto	 a	 las	
48	horas,	dando	unos	resultados	de	entre	65,7%	y	74,7%,	respectivamente	(p<0,001	
respecto	al	control)	(Fig.	4.27.A).
Los	resultados	fueron	diferentes	cuando	se	administró	rapamicina	a	las	células	
U251MG.	 Las	 células	 U251MG	 tratadas	 durante	 24	 horas	 no	 tuvieron	 diferencias	
significativas	en	el	crecimiento	con	 respecto	a	 las	células	control.	A	 las	48	horas	del	
tratamiento,	el	fármaco	comenzó	a	afectar	ligeramente	al	crecimiento	celular	reduciéndolo	
al	90,0%	y	96,0%	respecto	al	control(p<0,05).	Después	de	72	horas	de	tratamiento,	el	
crecimiento	celular	se	redujo	a	valores	entre	84,7%	y	91,9%	(p<0,001)	(Fig.	4.27.B).
Aunque	 la	 inhibición	 del	 crecimiento	 celular	 fue	 observada	 en	 ambas	 líneas	
celulares,	el	efecto	citostático	fue	menor	para	U251MG	que	para	U87MG.
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Fig. 4.27	 Número	 relativo	 de	 células	 al	 cabo	 de	 distintos	 tiempos	 de	 incubación	 y	 concentraciones	 de	
rapamicina	en	(A)	U87MG	y	(B)	U251MG	y	de	nLs-CPT-11	en	(C)	U87MG	y	(D)	U251MG.	(*)		p<0,05;	(**)	
p<0,001.
El	mismo	experimento	fue	realizado	con	nLs-CPT-11.	La	proporción	de	células	
U87MG	y	U251MG	viables	después	de	añadir	nLs-CPT-11	durante	24,	48	y	72	horas	se	
reflejan	en	las	figuras	4.27.C	y	4.27.D.
Las	 gráficas	 para	 las	 diferentes	 concentraciones	 de	 nLs-CPT-11	 sugieren	
diferencias	en	el	potencial	citotóxico	entre	las	distintas	concentraciones:	al	incrementar	
la	 concentración	 de	 nLs-CPT-11,	 el	 efecto	 citotóxico	 también	 aumenta.	A	 diferencia	
del	 tratamiento	con	rapamicina,	 la	administración	de	nLs-CPT-11	sí	genera	un	efecto	
citotóxico	en	U87MG	y	U251MG,	ya	que	los	valores	de	RLUs	absolutos	en	las	células	
tratadas	son	menores	que	los	generados	por	el	control	a	24	horas,	pudiendo	discriminar	
de	esta	forma	los	procesos	de	muerte	celular	de	la	inhibición	del	crecimiento.
Cuando	se	añadió	nLs-CPT-11	a	las	células	U87MG	(Fig.	4.27.C),	la	proporción	
de	células	viables	a	las	24	horas	se	redujo	significativamente	para	las	dosis	más	altas,	
100	µg/ml	y	40	µg/ml,	a	78,4%	(p<0,001)	y	92,16%	(p<0,005)	respectivamente.	A	 las	
48	 horas	 el	 número	 de	 células	 viables	 se	 redujo	 significativamente	 para	 todas	 las	
concentraciones	de	nLs-CPT-11	utilizadas	(p<0,001).	El	efecto	 fue	dependiente	de	 la	
concentración	de	nLs-CPT-11,	obteniéndose	valores	entre	47,8%	para	la	dosis	más	alta	
(100	µg/ml)	y	89,6%	para	la	dosis	más	baja	(5	µg/ml).	En	el	último	tiempo	estudiado,	72	
horas,	la	viabilidad	celular	continúa	disminuyendo	con	respecto	a	48	horas	y	el	efecto	
sigue	siendo	dependiente	de	las	concentraciones.	Los	resultados,	para	100	µg/ml	y	5	
µg/ml,	fueron	de	30%	y	86,4%	respectivamente	(p<0,001	con	respecto	al	control).	
Los	 resultados	 obtenidos	 en	 la	 línea	 U251MG	 con	 nLs-CPT-11	 siguieron	 el	
mismo	patrón	(Fig.	4.27.D).	En	estas	células,	la	disminución	de	la	viabilidad	celular	fue	
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significativa	(p<0,001)	para	todas	las	concentraciones	utilizadas,	excepto	para	la	más	
baja,	5	µg/ml,	en	los	experimentos	a	24	horas.	Los	valores	variaron	entre	57,0%	y	96,0%	
para	100	µg/ml	y	5	µg/ml,	respectivamente.	A	las	48	horas	del	tratamiento,	el	fármaco	
afectó	 significativamente	 (p<0,001)	 a	 la	 viabilidad	 celular,	 reduciéndola	 a	 valores	 de	
24,4%	(100	µg/ml)	y	68,2%	(5µg/ml)	respecto	del	control.	A	las	72	horas	de	tratamiento	
la	viabilidad	celular	continuó	disminuyendo,	de	manera	más	acusada	para	las	dosis	más	
altas	que	para	las	más	bajas:	15,3%	para	100	µg/ml	y	66,3%	para	5	µg/ml.
En	 ambas	 líneas	 celulares	 se	 observó	 un	 fuerte	 disminución	 de	 la	 viabilidad	
celular	aunque	el	efecto	citotóxico	fue	mayor	para	U251MG	que	para	U87MG.	
4.4.2. Estudio del sinergismo de la combinación de rapamicina y nLs-CPT-11 in 
vitro (U87MG y U251MG)
 
Una	 vez	 analizados	 los	 efectos	 citostático	 y	 citotóxico	 de	 los	 fármacos	 por	
separado,	llevamos	a	cabo	un	experimento	para	analizar	la	posible	sinergia	al	combinar	
los	dos	agentes	en	el	tratamiento	de	GBM.	Realizamos	el	ensayo	en	las	líneas	celulares	
U87MG	y	U251MG.	
El	análisis	de	la	posible	sinergía	se	realizó	mediante	isobologramas	(Berenbaum,	
1981).	Se	trata	de	un	análisis	basado	en	el	efecto	de	la	combinación	de	compuestos	
a	distintas	concentraciones	del	que	se	puede	deducir	matemáticamente	si	se	produce	
un	efecto	sinérgico.	En	cada	uno	de	los	ejes	se	representa	la	dosis	equiefectiva	de	uno	
de	los	fármacos	que	se	estudian	respectivamente.	Estos	dos	puntos	se	unen	mediante	
una	línea	(isobolo)	que	también	se	conoce	como	línea	de	aditividad	o	de	no	interacción.	
A	continuación	se	representa	el	valor	de	dosis	de	la	combinación	de	ambos.	Cuando	la	
combinación	es	más	efectiva	que	la	suma	de	cada	fármaco	por	separado,	la	ecuación	
define	 una	 línea	 cóncava	 por	 debajo	 del	 isobolo	 (sinergía).	 Cuando	 los	 agentes	 en	
combinación	 son	 menos	 efectivos	 que	 lo	 esperado	 la	 ecuación	 describe	 una	 línea	
convexa	por	encima	del	isobolo.
No	se	observó,	en	la	combinación	de	rapamicina	y	nLs-CPT-11,	sinergia	ni	en	las	
células	U87MG	(Fig.	4.28.A)	ni	en	las	U251MG	(Fig.	4.28.B).	
4.4.3. Efecto del tratamiento combinado en la distribución del ciclo celular 
Como	 ya	 hemos	 descrito	 con	 anterioridad,	 la	 rapamicina	 es	 un	 fármaco	 que	
produce	un	arresto	en	 la	 fase	G1	del	ciclo	celular.	Por	otra	parte,	el	CPT-11	provoca	
un	bloqueo	en	 la	 fase	G2	de	 las	células.	Realizamos,	por	 tanto,	un	estudio	del	ciclo	
celular,	en	células	U87MG	 tras	 la	administración	de	 los	 fármacos	por	separado	y	en	
combinación,	para	analizar	el	efecto	generado.
Cuarenta	y	ocho	horas	después	del	tratamiento	de	células	U87MG	con	el	vehículo	
(control),	2,5	ng/ml	de	rapamicina,	1000	ng/ml	de	rapamicina,	10	µg/ml	nLs-CPT-11,	o	
ambos	agentes	terapéuticos	combinados	(2,5	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-
CPT-11	ó	1000	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11),	se	analizó	el	efecto	
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Fig. 4.28 Estudio	del	posible	efecto	sinérgico	entre	la	rapamicina	y	nLs-CPT-11	mediante	isobolograma.	(A)	
Las	células	U87MG	fueron	tratadas	simultaneamente	durante	48	horas	con	cantidades	crecientes	de	nLs-
CPT-11	(0-100	µg	/ml)	y	de	rapamicina	(0-1000	ng/ml).	El	análisis	del	isobolograma	obtenido	con	los	datos	
anteriores	indicó	que	no	existe	sinergia	entre	los	dos	agentes	(puntos	sobre	la	 linea	azul).	(B)	El	mismo	
estudio	realizado	en	células	U251MG	tampoco	indicó	sinergia.
en	el	ciclo	celular.	Las	células	U87MG	expuestas	sólo	a	nLs-CPT-11	presentaron	un	
bloqueo	significativo	en	G2	(18,5%	para	el	control	vs.	78,4%	con	nLs-CPT-11,	p<0,05),	y	
un	descenso	significativo	en	G1	(desde	67,2%	para	el	control	a	20,4%	con	nLs-CPT-11,	
p<0,001)	(Fig.	4.29.B	y	4.29.I).	
Las	células	U87MG	expuestas	a	rapamicina	experimentaron	una	detención	en	
G1,	con	el	porcentaje	de	células	en	G1	creciendo	desde	67,2%	(control)	hasta	75,1%	(2.5	
ng/ml	rapamicina)	y	78,5%	(1000	ng/ml	rapamicina,	p<0,05).	También	experimentaron	
una	 disminución	 significativa	 en	 G2,	 desde	 18,5%	 (control)	 hasta	 13,7%	 (2,5	 ng/ml	
rapamicina,	p<0,001)	y	11,5%	(1000	ng/ml	rapamicina,	p<0,001)	(Fig.	4.29.C,	4.29.D,	
4.29.G	y	4.29.H).	
El	tratamiento	combinado	de	rapamicina	y	nLs-CPT-11,	originó	un	arresto	de	las	
células	en	G2	(18,5%	para	control	vs.	42,9%	para	2,5	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	
de	nLs-CPT-11,	(p<0,001)	ó	51,7%	para	1000	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-
CPT-11,	(p<0,001))	 (Fig.	4.29.E,	4.29.F,	4.29.G	y	4.29.H).	Se	encontraron	diferencias	
significativas	 (p<0,001)	en	G2	al	 comparar	 los	 resultados	obtenidos	para	 rapamicina	
sola	 o	 en	 combinación	 con	nLsCPT-11:	 13,7%	para	 2,5	 ng/ml	 rapamicina	 vs.	 42,9%	
para	2,5	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11	y	11,5%	para	1000	ng/ml	de	
rapamicina	vs	51,7%	para	1000	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11)	(Fig.	
4.29.G	y	4.29.H).
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Fig. 4.29	Analisis	del	ciclo	celular	según	el	modelo	Dean-Jett	Fox	en	células	U87MG	tratadas	con:	(A)	0	
ng/ml	de	rapamicina,	control;	(B)	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11;	(C)	2,5	ng/ml	de	rapamicina;	(D)	1000	ng/ml	de	
rapamicina;	(E)	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11	+	2.5	ng/ml	de	rapamicina	o	(F)	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11	+	1000	
ng/ml	de	rapamicina.	(G-J)	Estadística	de	los	ciclos	celulares.	(*)	p<0,05;	(**)	p<0,001.
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También	 se	 observó	 una	 disminución	 significativa	 en	 G1	 para	 el	 tratamiento	
combinado:	 67,2%	 para	 el	 control,	 42,2%	 para	 2,5	 ng/ml	 de	 rapamicina	 +	 10	 µg/ml	
de	nLs-CPT-11	(p<0,001)	y	34,2%	para	1000	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-
CPT-11	 (p<0,001)	 (Fig.	 4.29.E,	 4.29.F,	 4.29.G	 y	 4.29.H).	 Se	 encontraron	 diferencias	
significativas	(p	<0,001)	en	G1	al	comparar	los	resultados	obtenidos	para	tratamientos	
con	los	fármacos	solos	o	en	combinación:	75,1%	para	2,5	ng/ml	rapamicina	vs.	42,2%	
para	2,5	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11;	78,5%	para	1000	ng/ml	de	
rapamicina	vs	34,3%	para	1000	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11	y	20,4%	
para	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11	vs.	42,2%	para	2,5	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	
nLs-CPT-11	ó	34,3%	para	1000	ng/ml	de	rapamicina	+	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11)	(Fig.	
4.29.Gy	4.29.H).	
Al	realizar	el	análisis	de	la	apoptosis	producida	por	la	adición	de	los	fármacos,	se	
obtuvo	un	incremento	de	la	misma	con	los	tratamientos	que	contenían	nLs-CPT-11.	Los	
valores	de	apoptosis	obtenidos	para	cada	fármaco	y	sus	combinaciones	fueron:	control	
(14,2%);	rapamicina	2,5	ng/ml	(16,8%);	rapamicina	1000	ng/ml	(17,17%);	nLs-CPT-11	10	
µg/ml	(29,9%);	rapamicina	2,5	ng/ml	+	nLs-CPT-11	10	µg/ml	(33,4%);	rapamicina	1000	
ng/ml	+	nLs-CPT-11	10	µg/ml	(34,5%).	Se	observó	una	ligera	tendencia	al	aumento	de	la	
apoptosis	cuando	se	combinó	rapamicina	y	nLs-CPT-11,	pero	no	de	forma	significativa.
4.4.4. Detección de pS6 in vitro por inmunocitoquímica tras la administración de 
los fármacos individualmente o en combinación 
El	efecto	de	la	rapamicina	en	la	vía	de	mTOR	está	medido	por	la	inhibición	de	la	
fosforilación	de	la	proteína	ribosomal	S6.	Se	quiso	ver	si	el	efecto	se	mantenía	cuando,	
además	de	con	rapamicina,	las	células	eran	tratadas	con	nLs-CPT-11.
Para	ello,	se	sembraron	células	U87MG	y	se	estudió	la	fosforilación	de	la	proteína	
S6	después	de	48	horas	de	incubación	con	1000	ng/ml	de	rapamicina,	10	µg/ml	de	nLs-
CPT-11	o	una	combinación	de	ambos	fármacos	(Fig.	4.30).
Ya	habíamos	observado	que	la	proteína	pS6	se	expresaba	en	las	células	U87MG	
y	que	después	del	 tratamiento	con	 rapamicina	se	producía	una	 inhibición	 total	 de	 la	
fosforilación	de	S6.	Al	administrar	nLsCPT-11	a	las	células,	no	se	modificó	el	nivel	de	
fosforilación	de	S6	con	respecto	a	las	células	control.	En	cambio,	al	combinar	ambos	
compuestos,	el	efecto	en	la	fosforilación	de	S6	fue	exactamente	el	mismo	que	el	obtenido	
con	rapamicina	como	agente	único.	De	esta	forma	se	determinó	que	la	combinación	de	
los	fármacos	no	interfiere	en	el	efecto	inhibitorio	de	la	vía	mTOR	de	la	rapamicina	
4.4.5. Optimización del patrón de administraciones para una terapia combinada de 
rapamicina con nLs-CPT-11
Se	llevó	a	cabo	un	experimento	en	el	que	se	probaron	diferentes	calendarios	de	
administración	de	fármacos	en	células	U87MG	con	el	objetivo	de	establecer	el	calendario	
de	tratamiento	para	la	terapia	combinada	(rapamicina	+	nLs-CPT-11)	que	maximizase	
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nLs-CPT-11 Rapamicina + nLs-CPT-11A B
Fig. 4.30	Detección	 immunocitoquímica	 de	 pS6	 en	 células	U87MG	 tratadas	 con:	 (A)	 10	 µg/ml	 de	 nLs-
CPT-11.	(B)	con	1000	ng/ml	de	rapamicina	y	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11.	(x	40).
el	efecto	terapéutico	en	modelos	de	tumores	intracraneales	inducidos	por	U87MG	(Fig.	
4.31).
Se	analizaron	tres	calendarios	diferentes	para	la	administración	de	la	combinación	
de	rapamicina	y	nLs-CPT-11:	(1)	se	administraron	primero	1000	ng/ml	de	rapamicina	y	
24	horas	después,	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11;	(2)	se	añadieron	primero	10	µg/ml	de	nLs-
CPT-11	y,	24	horas	después,	1000	ng/ml	de	rapamicina;	y	(3)	se	administraron	10	µg/ml	
de	nLs-CPT-11	y	1000	ng/ml	de	rapamicina	simultáneamente.
A	 las	 24	 horas	 desde	el	 inicio	 del	 tratamiento,	 no	 se	 encontró	 una	diferencia	
significativa	en	la	viabilidad	celular	entre	las	células	tratadas	y	las	no	tratadas,	pero	a	las	
48	horas	sí	se	encontraron	variaciones	significativas	en	la	viabilidad	celular.	Comparando	
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Fig. 4.31 Experimento	in	vitro	para	determinar	el	orden	óptimo	del	tratamiento.	Los	fármacos	fueron	sumi-
nistrados	solos	o	en	combinación.	Para	el	tratamiento	combinado	se	suministró:	1000	ng/ml	de	rapamicina	
y	24	horas	después	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11	(Rapamicina-nLs-CPT-11);	o	10	µg/ml	de	nLs-CPT-11	y	24	
horas	después	1000	ng/ml	de	rapamicina	(nLs-CPT-11-Rapamicina);	o	1000	ng/ml	rapamicina	y	10	µg/ml	
de	nLs-CPT-11	al	mismo	tiempo	(Rapamicina+nLs-CPT-11).
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los	resultados	de	la	combinación	con	los	obtenidos	por	rapamicina	y	nLs-CPT-11	como	
agentes	únicos,	la	única	combinación	que	produce	efecto	es	rapamicina	+	nLs-CPT-11	
(p<0,001	respecto	a	los	agentes	únicos).	
A	 las	 72	 horas	 del	 comienzo	 del	 tratamiento	 con	 los	 fármacos,	 todas	 las	
condiciones	manifestaron	una	variación	significativa	con	respecto	a	las	células	control	
(p<	0,001),	100	%	para	el	control	vs.	77,6%	para	rapamicina,	73,2%	para	nLs-CPT-11,	
89,3%	para	rapamicina-nLs-CPT-11,	80,5%	para	nLs-CPT-11-rapamicina	y	57,3%	para	
rapamicina	 +	 nLs-CPT-11.	 Como	 sucedió	 a	 las	 48	 horas,	 el	 único	 patrón	 capaz	 de	
producir	mayor	inhibición	que	los	agentes	de	forma	independiente	fue	la	combinación	
rapamicina	+	nLs-CPT-11	(p<0,001).	De	estos	datos	se	deduce	que	el	patrón	de	adición	
capaz	de	generar	el	mayor	efecto	celular	in	vitro	fue	la	adición	simultánea	de	rapamicina	
y	nLs-CPT-11.
	
4.4.6. Análisis de la toxicidad sistémica del tratamiento in vivo con la combinación 
de rapamicina y nLs-CPT-11 
Una	vez	determinado	el	orden	de	adición	de	fármacos	óptimo	para	el	tratamiento,	
procedimos	a	realizar	dos	ensayos	de	supervivencia	utilizando	ratas	inmunodeficientes	
con	tumores	U87MG	ortotópicos.
Se	utilizaron	dos	calendarios	diferentes	de	administración	de	los	fármacos	para	el	
estudio	(Tabla	4.3).	El	primero	consistió	en	la	combinación	de	la	administración	mediante	
CED	de	nLs-CPT-11	el	día	7	junto	con	inyecciones	i.p.	de	rapamicina	los	días	7,	8,	9,	15,	
16	y	17	(tratamiento	de	ciclo).	El	segundo	se	basó	en	la	misma	administración	de	CPT-
11	con	la	administración	i.p.	de	rapamicina	cada	5	días,	empezando	7	días	después	de	
la	implantación	de	las	células.	
Los	animales	empleados	para	la	determinación	de	la	eficacia	antitumoral	de	los	
tratamientos	combinados	fueron	controlados	para	detectar	posibles	signos	de	toxicidad	
durante	el	tratamiento.	Se	observó	pérdida	de	pelo	en	todos	los	animales	tratados	con	
rapamicina,	aproximadamente	15	días	después	del	primer	día	del	tratamiento.	Todos	los	
animales	fueron	capaces	de	recuperar	el	pelo	una	vez	finalizado	el	tratamiento.
Se	 registró	 también	el	peso	de	 los	animales	 (Fig.	4.32.A	y	4.32.B).	Todos	 los	
animales	 sufrieron	 una	 ligera	 pérdida	 de	 peso	 después	 de	 la	 implantación	 de	 las	
células,	siendo	menor	que	2,2%	de	su	peso	original.	Cuando	los	animales	recibieron	las	
inyecciones	i.p.	de	rapamicina	sufrieron	una	pérdida	de	peso	de	entre	0,56%	y	7,64%.	
Los	animales	que	recibieron	rapamicina	cada	5	días	fueron	capaces	de	recuperar	peso	
antes	 de	 la	 siguiente	 inyección.	 Los	 animales	 que	 recibieron	 el	 tratamiento	 de	 ciclo	
recuperaron	peso	una	vez	acabado	el	tratamiento.	
En	contraste	con	 los	animales	 tratados	con	administración	 i.p.	de	 rapamicina,	
no	se	observó	pérdida	de	peso	en	ninguno	de	los	animales	tratados	por	CED	de	nLs-
CPT-11	como	agente	único,	sugiriendo	que	 la	 intervención	no	afectó	a	 los	animales:	
ganaron	alrededor	de	4,7%	de	su	peso	en	los	días	posteriores	al	CED.
El	 tratamiento	 combinado	 no	 supuso	 un	 aumento	 significativo	 en	 la	 pérdida	
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Tabla 4.3 Animales empleados 
Fármaco Dosis Calendario 
tratamiento 
 (días) 
Tipo de 
administración 
n Estudio 
Rapamicina 10 mg/kg 7,8,9,15,16,17 i.p. 6 Supervivencia 
Rapamicina 10 mg/kg Cada 5 i.p. 6 Supervivencia 
nLs-CPT-11 0.8 mg 7 CED 6 Supervivencia 
nLs-CPT-11 
Rapamicina 
0.8 mg 
10 mg/kg 
7 
7,8,9,15,16,17 
CED 
i.p. 
6 Supervivencia 
nLs-CPT-11 
Rapamicina 
0.8 mg 
10 mg/kg 
7 
Cada 5 
CED 
i.p. 
6 Supervivencia 
Rapamicina vehículo 
PBS 
 Cada 5 
7 
i.p. 
CED 
6 Supervivencia 
Rapamicina vehículo 
PBS 
 7,8,9,15,16,17 
7 
i.p. 
CED 
6 Supervivencia 
 
de	 peso	 con	 respecto	 al	 tratamiento	 únicamente	 con	 rapamicina.	 En	 el	 tratamiento	
combinado	con	ciclo	de	rapamicina,	las	ratas	redujeron	su	peso	progresivamente	hasta	
el	final	del	ciclo	 (Fig.	4.32.A).	Para	 la	combinación	consistente	en	administración	por	
CED	de	nLs-CPT-11	junto	con	dosis	i.p.	de	rapamicina	cada	5	días,	las	ratas	perdieron	
peso	hasta	el	día	17	y	comenzaron	a	ganarlo	a	partir	de	entonces.	(Fig.	4.32.B).
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Fig. 4.32 Evolución	del	peso	de	los	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG.	(A)	Animales	trata-
dos	con	dosis	i.p.	de	10	mg/kg	de	rapamicina	los	días	7,	8,	9,	15,	16	y	17	después	del	implante,	o	mediante	
CED	de	0,8	mg	de	nLs-CPT-11	el	día	7	después	del	implante,	o	con	la	combinación	de	ambos	tratamientos.	
(B)	Animales	tratados	con	administraciones	i.p.	de	10	mg/kg	de	rapamicina	cada	5	días,	comenzando	el	día	
7	después	del	implante,		mediante	CED	de	0,8	mg	de	nLs-CPT-11	el	día	7	después	del	implante,	o	con	la	
combinación	de	ambos	tratamientos.
118
Resultados
4.4.7. Efecto terapéutico de la combinación de rapamicina y nLs-CPT-11 en 
modelos de tumor intracraneal U87MG
Se	 estudió	 la	 supervivencia	 en	 roedores	 con	 tumores	 intracraneales	 U87MG	
tratados	 con	 rapamicina	 y	 nLs-CPT-11	 y	 la	 combinación	 de	 ambos	 (Tabla	 4.3).	 El	
tratamiento	comenzó	7	días	después	de	la	implantación	de	las	células	tumorales.	Las	
ratas	control	fueron	sacrificadas	entre	12	y	15	días	después	de	la	implantación	de	las	
células	tumorales,	debido	a	síntomas	neurológicos	indicativos	de	la	progresión	del	tumor	
(Fig.	4.33.A	y	4.33.B).	La	MS	para	este	grupo	fue	de	13,5	días.	
Todos	 los	 animales	 que	 recibieron	 el	 tratamiento	 de	 0,8	 mg	 nLs-CPT-11	
sobrevivieron	24–32	días,	con	una	MS	de	27,8	días	(P=0,000580).
Todas	 las	 ratas	 que	 recibieron	 el	 tratamiento	 combinación	 de	 administración	
por	CED	de	nLs-CPT-11	con	ciclo	de	 rapamicina,	sobrevivieron	hasta	 los	42-56	días	
(MS=47,2	días;	P<0,000580).	Estos	datos	sugieren	un	incremento	en	la	supervivencia	
de	los	animales	tratados	con	la	combinación	sobre	el	tratamiento	con	cada	fármaco	por	
separado	(Fig.	4.33.A).	
Todas	las	ratas	de	los	grupos	control,	nLs-CPT-11,	rapamicina	en	ciclo,	rapamicina	
cada	5	días	y	combinación	de	rapamicina	en	ciclo	con	nLs-CPT-11	administrado	por	CED	
mostraron	extensas	masas	tumorales	cuando	se	realizó	 la	evaluación	histopatológica	
mediante	tinción	del	tejido	con	hematoxilina	y	eosina,	confirmando	que	el	tumor	fue	la	
causa	de	la	muerte	de	los	animales	(Fig.	4.33.C,	4.33.D,	4.33.E,	4.33.F	y	4.33.G).	
Tres	de	los	seis	animales	que	recibieron	la	terapia	combinada	de	0,8	mg	nLs-
CPT-11	y	10	mg/kg	de	rapamicina	cada	5	días	fueron	sacrificados	70-75	días	después	
de	la	implantación	de	las	células	tumorales,	la	tinción	de	los	cerebros	con	hematoxilina	
y	eosina	certificó	la	existencia	de	tumores.	Los	otros	tres	animales	sobrevivieron	hasta	
la	terminación	del	estudio,	90	días	después	de	la	implantación	de	las	células	tumorales.	
Dos	 de	 las	 ratas	 supervivientes	 no	 presentaban	 ninguna	 señal	 histológica	 de	 tumor	
(Fig.	4.33.H).	Aunque	en	la	histología	post mortem	de	una	de	las	ratas	supervivientes	
se	encontraron	pequeñas	formaciones	tumorales,	el	animal	no	desarrolló	ninguna	señal	
neurológica	de	crecimiento	de	tumor	intracraneal	antes	de	la	terminación	del	estudio.	Se	
observó	un	incremento	de	seis	veces	en	la	supervivencia	media	de	este	grupo	(MS=81,5	
días),	 comparado	 con	 el	 control	 (P=0,000580).	 Se	 observó	 que	 la	 supervivencia	 del	
grupo	combinación	era	superior	a	la	suma	de	las	supervivencias	de	cada	fármaco	por	
separado,	sugiriendo	un	efecto	sinérgico	entre	los	compuestos	in	vivo,	contrariamente	
al	resultado	obtenido	in	vitro	(Fig.	4.33.B).	
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Fig. 4.33 (A)	Estudio	de	supervivencia	de	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG	tratados	con	
ciclo	de	rapamicina	(10	mg/kg),	nLs-CPT-11	(0,8	mg)	o	la	combinación	de	ambos.	(B)	Estudio	de	supervi-
vencia	de	animales	xenotransplantados	con	tumores	U87MG	tratados	con	rapamicina	(10	mg/kg)	cada	5	
días,	nLs-CPT-11	(0,8	mg)	o	la	combinación	de	ambos.	(C-H)	Análisis	histológicos	de	cerebros	represen-
tativos	de	 los	estudios	de	supervivencia,	 (tinción	hematoxilina	y	eosina),	 realizados	eln	el	momento	del	
sacrificio	del	animal.
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Los	ensayos	clínicos	 realizados	en	pacientes	con	gliomas	de	alto	grado	para	
evaluar	 la	 eficacia	 de	 la	 rapamicina	 y	 sus	 análogos,	 no	 han	 alcanzado	 la	 respuesta	
esperada	de	una	mayor	supervivencia	(Chang	et	al.	2004;	Chang	et	al.	2005;	Galanis	et	
al.	2005;	Chang	2006).	Aunque	el	principal	objetivo	de	estos	estudios	no	fue	alcanzado,	sí	
se	observaron	mejoras	radiográficas	en		algunos	casos	(Chang	2006).	Pese	a	que	se	ha	
observado	que	el	torisel	es	capaz	de	atravesar	la	barrera	hematoencefálica,	alcanzando	
grandes	 concentraciones	 en	 el	 tejido	 cerebral	 (220	 ng/g	 al	 cabo	 de	 30	 minutos	 de	
finalizada	la	administración),	la	eficacia	terapéutica	del	mismo	ha	sido	limitada	(Kuhn	et	
al.	2007).	
Con	el	objetivo	de	mejorar	los	resultados	alcanzados	hasta	el	momento,	en	este	
estudio	se	intentó	optimizar	el	 tratamiento	con	rapamicina	mediante	el	análisis	de	las	
diferencias	en	 la	supervivencia	de	 los	animales	 tratados	con	diferentes	calendarios	y	
modos	de	administración	del	fármaco.	Además	se	analizó	el	efecto	producido	en	líneas	
de	CSCs.	 Por	 último	 se	 diseñó	 una	 nueva	 combinación	 de	 agentes	 terapéuticos:	 la	
rapamicina	 y	 el	CPT-11,	 que	 produce	 un	 notable	 incremento	 en	 la	 supervivencia	 de	
animales	xenotransplantados	con	células	de	GBM	humano.
5.1. Efecto de la rapamicina a distintas dosis, in vitro
Para	conseguir	una	mayor	eficiencia	del	fármaco	rapamicina	en	el	tratamiento	
del	GBM	humano	es	necesario	tener	en	consideración	cuáles	son	los	posibles	factores	
que	están	afectando	a	su	efectividad.	Algunos	autores	han	considerado	la	importancia	
de	la	selección	de	los	pacientes	con	los	que	se	llevará	a	cabo	el	estudio,	poniéndose	
de	manifiesto	que	los	pacientes	que	presentaban	una	deficiencia	de	la	función	PTEN	
respondían	mejor	al	tratamiento	que	aquellos	en	los	que	no	se	encontró	(Cloughesy	et	
al.	2008).	Este	hecho	pone	de	manifiesto	 la	 importancia	del	análisis	de	 las	muestras	
tumorales	para	la	decisión	del	tratamiento	que	será	el	más	adecuado	para	cada	paciente.	
Otro	de	los	factores	a	tener	en	cuenta	es	que	los	análisis	de	cuantificación	de	rapamicina	
o	su	análogo	torisel	en	el	cerebro	que	se	han	venido	realizando,	no	permiten	determinar	
la	eficacia	terapéutica	de	los	mismos	(Chang	et	al.	2004).	La	intensidad	en	la	inhibición	
de	mTOR	 no	 está	 correlacionada	 con	 la	 concentración	 en	 sangre	 o	 intracraneal	 de	
la	 rapamicina	y	sus	análogos,	 remarcando	 la	necesidad	de	modificar	 los	criterios	de	
evaluación	para	cuantificar	su	eficacia	farmacodinámica	(Kreisl	et	al.	2009).	Los	análisis	
del	 tejido	 tumoral	estudiando	de	 forma	directa	 la	 inhibición	de	mTOR	aportan	mayor	
información	y	pueden	ser	de	gran	utilidad	para	definir	la	importancia	terapéutica	(Kuhn	
et	al.	2007;	Cloughesy	et	al.	2008).
Aunque	se	ha	documentado	la	actividad	citotóxica	de	la	rapamicina	(1	ng/ml)	sobre	
la	línea	celular	de	meduloblastoma	DAOY	(Geoerger	et	al.	2001),	Los	datos	presentados	
en	 esta	 tesis	 demuestran	 que	 la	 rapamicina	 y	 su	 análogo	 torisel	 ejercen	 un	 efecto	
citostático	sobre	las	líneas	de	GBM	humano	U87MG	y	U251MG	in	vitro,	confirmando	de	
esta	manera	los	análisis	presentados	por	el	NCI	(del	inglés:	Developmental Therapeutic 
National Cancer Institute)	para	diversos	tipos	de	tumores	(Fig.	4.1).	Dicho	efecto	fue	mas	
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notable	en	células	U87MG	que	en	U251MG,	sugiriendo	que	 las	U251MG	son	menos	
dependientes	de	la	vía	de	mTOR	in	vitro.	El	efecto	citostático	mostró	ser	independiente	
de	la	dosis	ya	que,	al	incrementar	la	concentración	400	veces	(2,5	ng/ml	y	1000	ng/ml),	
no	se	encontraron	diferencias	sustanciales	tal	y	como	ocurre	en	las	líneas	celulares	de	
rabdomiosarcoma	y	glioblastoma	infantil	en	rangos	de	concentraciones	que	abarcan	de	
1	ng/ml	a	10.000	ng/ml	(Hosoi	et	al.	1998).	Este	comportamiento	resulta	interesante	a	
la	hora	de	trasladar	el	experimento	a	in	vivo,	debido	a	que,	si	el	efecto	se	mantiene,	se	
podría	conseguir	disminuir	la	toxicidad	asociada	al	fármaco.
La	diana	de	la	rapamicina,	la	proteína	mTOR,	controla	de	forma	directa	varios	
factores	post-mTOR,	como	4E-BP1	y	p70S6K	(Ferrari	and	Thomas	1994).	El	estudio	de	
dichos	factores	ha	sido	establecido	como	método	de	cuantificación	de	la	actividad	de	la	
rapamicina	y	sus	análogos	(Heimberger	et	al.	2005).	La	quinasa	p70S6K	es	una	proteína	
muy	atractiva	como	marcadora	de	inhibición,	dado	que	es	la	primera	proteína	sobre	la	
que	actúa	directamente	mTOR.	Pero	debido	a	su	alta	similitud	estructural	con	p90S6K,	
la	cual	no	es	fosforilada	por	mTOR,	puede	dar	lugar	a	resultados	confusos	(El-Salem	
et	al.	2007).	Por	ello,	en	este	trabajo	se	evaluó	el	nivel	de	fosforilación	de	la	proteína	
S6	en	la	Ser	235/236	como	marcador	de	la	inhibición	de	mTOR,	debido	a	que	los	datos	
publicados	por	otros	autores	mostraban	mayor	correlación	con	este	 factor	 (Boulay	et	
al.	2004).	Una	de	 las	conclusiones	más	 interesantes	que	aportaron	 los	análisis	de	 la	
proteína	S6	obtenidos	in	vitro,	es	que	la	inhibición	de	la	vía	mTOR	es	independiente	de	
la	dosis	de	rapamicina	para	la	línea	celular	U87MG;	en	cambio,	la	línea	celular	U251MG	
es	dosis	dependiente,	al	igual	que	sucede	con	la	línea	celular	de	GBM	D54MG	(Goudar	
et	al.	2005)	pese	a	que	el	efecto	citostático	 resultó	 independiente	de	 la	dosis.	Estas	
observaciones	sugieren	la	menor	sensibilidad	a	la	rapamicina	y	el	torisel	de	las	células	
U251MG	frente	a	las	U87MG	y	la	posibilidad	de	tratar	algunos	glioblastomas	reduciendo	
la	dosis	sin	perder	eficacia.	
Un	aspecto	muy	estudiado	de	las	células	tumorales	es	que	la	activación	de	las	
cascadas	de	señalización	celular	provocan	alteraciones	en	la	regulación	de	la	maquinaria	
del	ciclo	celular	(Malumbres	and	Barbacid	2001),	favoreciendo	una	proliferación	celular	
descontrolada	causada	por	factores	físicos,	químicos,	genéticos	o	biológicos.	Los	eventos	
que	tienen	lugar	en	el	ciclo	celular	sugieren	una	asociación	clara	entre	las	anormalidades	
del	mismo	y	 la	progresión	del	glioblastoma	 (Collins	et	al.	1997).	Las	alteraciones	en	
el	ciclo	celular	representan	una	de	las	causas	principales	de	gliomagenesis;	debido	a	
este	motivo	 resultarán	de	gran	 interés	en	el	 tratamiento	del	GBM	aquellos	 fármacos	
capaces	de	interferir	en	él.	La	rapamicina,	empleada	en	esta	tesis,	es	un	fármaco	con	
una	marcada	actividad	sobre	el	ciclo	celular,	generando	arresto	en	G1	(Heimberger	et	al.	
2005).	Esto	es	debido,	entre	otros	motivos,	a	su	efecto	inhibitorio	sobre	la	ciclina	D1	y	a	
la	disminución	de	la	fosforilación	del	inhibidor	de	traducción	4EBP1,	lo	cual	provoca	el	
aumento	de	los	niveles	de	eIF4E	e	impide	el	inicio	de	la	traducción	de	mRNAs	requeridos	
para	la	transición	de	fase	G1	a	S	(Faivre	et	al.	2006).	Nuestros	datos	demuestran	que	
este	arresto	en	G1	también	resultó	ser	independiente	de	la	dosis	empleada	y	no	generó	
apoptosis	con	ninguna	de	las	dos	concentraciones	analizadas	(2,5	ng/ml	y	1000	ng/ml)	
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en	células	U87MG,	ratificando	de	esta	manera	el	efecto	no	citotóxico,	sino	citostático,	
de	la	rapamicina.
Los	análisis	realizados	in	vitro	con	rapamicina	en	este	trabajo	han	demostrado	
por	tanto	que	un	aumento	en	la	concentración	del	fármaco	de	400	veces	no	implica	un	
incremento	en	la	capacidad	citostática	para	ambas	líneas	celulares,	en	la	inhibición	de	
la	vía	mTOR,	ni	en	el	arresto	en	fase	G1	en	las	células	U87MG.	Si	bien,	otros	autores	
describieron	 la	dependencia	de	 la	concentración	en	 la	actividad	del	 fármaco	tanto	en	
proliferación	celular,	como	en	inhibición	de	la	fosforilación	de	4EBP1	ó	p70S6,	hay	que	
considerar	que	dichas	diferencias	se	encontraron	al	utilizar	concentraciones	de	rapamicina	
que	 estaban	 comprendidas	 entre	 0,1	 y	 1	 ng/ml,	 rango	 en	 el	 cual	 probablemente	 se	
encuentre	el	 límite	de	concentración	terapéutica	(Geoerger	et	al.	2001;	Peralba	et	al.	
2003;	Heimberger	et	al.	2005).	
5.2. Mejoras en el tratamiento de GBM humano con rapamicina, in vivo
Aunque	existe	una	gran	cantidad	de	 trabajos	en	 los	que	se	estudia,	 tanto	en	
modelos	animales	como	en	pacientes,	la	cantidad	de	rapamicina	o	su	análogo	torisel	en	
sangre	o	en	el	cerebro	(Punt	et	al.	2003;	Chang	et	al.	2004;	Raymond	et	al.	2004;	Boni	
et	al.	2007;	Kuhn	et	al.	2007),	o	la	inhibición	de	la	vía	mTOR	en	el	tumor	(Eshleman	et	
al.	2002;	Goudar	et	al.	2005;	Heimberger	et	al.	2005;	Charest	et	al.	2006;	Cloughesy	et	
al.	2008),	en	pocos	estudios	se	realiza	un	seguimiento	a	lo	largo	del	tiempo	del	estado	
de	 inhibición	 de	 la	 vía.	Debido	a	 que	este	 dato	 es	 de	gran	utilidad	en	el	 diseño	del	
tratamiento,	en	este	trabajo	se	realizó	el	estudio	de	la	fosforilación	de	la	proteína	S6	in	
vivo,	como	indicador	a	lo	largo	del	tiempo	del	estado	de	la	vía	mTOR.	De	esta	manera,	
se	ha	conseguido	una	optimización	en	el	 tratamiento	del	GBM	humano	en	animales	
xenotransplantados	 debida,	 entre	 otros	motivos,	 a	 la	modificación	 del	 calendario	 de	
tratamiento.	
Previamente	 se	 habían	 ensayado	 diversas	 variantes	 en	 la	 administración	 de	
rapamicina	y	sus	análogos	para	el	tratamiento	de	GBM,	como	el	tratamiento	diario,	el	
tratamiento	de	5	días	a	la	semana,	o	el	tratamiento	de	3	días	a	la	semana	(Eshleman	et	al.	
2002;	Goudar	et	al.	2005;	Heimberger	et	al.	2005).	Aunque	en	algunos	de	estos	estudios	
se	consiguió	duplicar	la	supervivencia	de	los	animales,	en	otros	casos	no	se	observó	
un	 incremento	significativo,	debido	a	que	en	el	diseño	del	experimento	se	consideró	
la	toxicidad	para	el	animal,	pero	no	se	tuvo	en	cuenta	la	actividad	del	fármaco.	En	un	
estudio	realizado	por	Geoerger	et	al.	(2001),	en	meduloblastoma,	ya	se	propone	que	la	
variación	en	el	calendario	de	tratamiento	modifica	la	eficacia	del	mismo.	En	esta	tesis	se	
ha	demostrado	que	el	correcto	diseño	del	calendario	de	tratamiento,	basado	en	el	estado	
de	inhibición	de	la	vía	mTOR,	modifica	la	supervivencia	de	animales	xenotransplantados	
con	GBM	humanos,	 lográndose	extender	 la	vida	de	 los	animales	xenotransplantados	
en	 3,23	 (tratamiento	 cada	 7	 días)	 y	 4	 veces	 (tratamiento	 cada	 5	 días),	 sin	 generar	
efectos	 tóxicos.	 Proponemos,	 por	 tanto,	 que	 la	mejora	 en	 la	 supervivencia	 se	 debió	
principalmente	al	mantenimiento	en	el	tiempo	de	la	inhibición	de	la	vía	mTOR,	lo	cual	
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produjo	una	inhibición	del	crecimiento	tumoral	(Fig.	5.1).
Por	 otro	 lado,	 estudios	 previos	 habían	mostrado	 la	 eficacia	 de	 la	 rapamicina	
en	tumores	intracerebrales	U251MG	al	ser	administrada	intraperitonealmente.	Aunque	
en	estos	estudios	se	encontraron	diferencias	en	las	supervivencias	al	variar	las	dosis	
administradas,	 dichas	 variaciones	 no	 estaban	 directamente	 relacionadas	 	 con	 el	
aumento	de	la	dosis.	Se	obtuvieron	unos	incrementos	en	la	supervivencia	de	67%,	47%	
y	78%	para	las	dosis	de	200,	400	y	800	mg/kg	(Houchens	et	al.	1983).	Sin	embargo,	en	
nuestros	ensayos	de	supervivencia	tanto	con	rapamicina	como	con	torisel,	en	animales	
xenotransplantados	con	U87MG,	variando	en	2,5	veces	la	dosis	(10	mg/kg	y	25	mg/kg),	
e	 incluso	administrándose	simultáneamente	de	manera	 intraperitoneal	e	 intracraneal,	
no	encontramos	diferencias	significativas	en	los	incrementos	de	las	supervivencias.	Los	
fármacos	actuaron	de	manera	independiente	de	la	dosis,	poniendo	de	manifiesto	que	
una	 vez	 lograda	 la	 inhibición	de	 la	 vía	 de	mTOR,	 la	 aportación	de	más	 cantidad	de	
fármaco	no	ayuda	a	mantener	dicha	inhibición	en	el	tiempo.
Existen	 varios	 análogos	 de	 la	 rapamicina	 que	 están	 siendo	 empleados	 en	 el	
tratamiento	 de	 GBM	 humano,	 aunque	 los	 beneficios	 obtenidos	 con	 ellos	 resultan	
controvertidos	para	algunos	autores.	Por	ejemplo,	(Heimberger	et	al.	2005)	han	descrito	
que	el	análogo	oral	de	rapamicina,	RAD001,	es	3	veces	menos	eficaz	que	la	rapamicina	
y	 (Messina	et	al.	2007)	han	determinado	que	 tras	una	 inyección	 intraperitoneal	de	8	
mg/kg	de	rapamicina	o	torisel,	la	rapamicina	alcanza	valores	3	veces	mayores	que	su	
análogo	en	el	cerebro	del	ratón.	Los	resultados	presentados	en	esta	tesis	señalan	en	la	
Fig. 5.1. Modelo	propuesto	de	la	evolución	del	crecimiento	del	tumor	tras	el	tratamiento	con	rapamicina.	El	
tumor	se	muestra	en	rojo	cuando	se	encuentra	con	la	vía	de	mTOR	activa	y	en	azul	cuando	está	inhibida.	
Las	flechas	de	color	fucsia	muestran	los	días	en	el	que	se	administró	rapamicina.
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dirección	opuesta	a	los	anteriormente	citados.	Al	comparar	la	efectividad	terapéutica	de	
rapamicina	con	la	de	su	análogo	torisel,	no	se	observó	ninguna	diferencia	significativa	al	
administrar	10	ó	25	mg/kg.	Aunque	se	encontraron	ligeras	diferencias	en	la	inhibición	de	
la	vía	de	mTOR	a	lo	largo	del	tiempo,	no	se	apreciaron	diferencias	en	la	supervivencia.	
Este	hecho	apunta	a	que	es	posible	que	no	sea	necesaria	una	inhibición	total	de	la	vía	
de	mTOR	para	impedir	el	desarrollo	del	tumor.
Nuestros	resultados	sugieren	que	cuando	la	rapamicina	empieza	a	ser	eliminada	
debido	a	la	actividad	del	citocromo	P450	y	la	estabilidad	del	complejo	Rapamicina-FKBP	
se	empieza	a	debilitar,	una	nueva	administración	del	fármaco	permite	que	la	vía	mTOR	
continúe	 inhibida.	Además,	 un	 aumento	 de	 la	 concentración	 no	 implica	 una	 mejora	
terapéutica.	Este	punto	es	clave	a	la	hora	de	intentar	reducir	la	toxicidad	derivada	del	
tratamiento,	puesto	que	se	ha	descrito	la	interrupción	del	tratamiento	por	el	efecto	tóxico	
del	mismo	(Chang	et	al.	2005).	Mediante	esta	nueva	perspectiva,	se	podría	aumentar	
la	duración	del	tratamiento	disminuyendo	la	dosis,	y	al	mismo	tiempo	incrementando	el	
efecto	terapéutico.	En	este	punto	cobra	especial	interés	el	análisis	individualizado	de	las	
muestras	de	cada	paciente,	ya	que	sería	de	gran	utilidad	en	el	diseño	de	la	dosificación	
y	el	plan	de	tratamiento	más	indicado	en	cada	caso.
5.3. Reducción de la toxicidad sistémica y aumento de la efectividad 
del tratamiento de GBM humano con rapamicina por administración 
mediante CED
El	 sistema	 de	 administración	 potenciada	 por	 convención	 (CED)	 reduce	 la	
toxicidad	 producida	 por	 el	 agente	 administrado	 si	 se	 compara	 con	 la	 administración	
sistémica	del	mismo.	Este	sistema	es	capaz	de	aumentar	la	concentración	del	fármaco	
en	el	área	a	tratar,	y	evitar	el	paso	del	fármaco	a	través	de	la	BBB	(Bobo	et	al.	1994;	Noble	
et	al.	2006;	Yamashita	et	al.	2007;	Yang	et	al.	2010).	Esta	modalidad	de	administración	
ya	ha	sido	utilizado	para	 los	agentes	TRAIL	 (del	 inglés	 tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand),	o	salirasib	(ácido	farmesil-tiosalicílico)	entre	otros	(Saito	et	
al.	2004;	Goldberg	et	al.	2008).	Aunque	la	técnica	de	CED	ha	demostrado	ser	una	vía	
de	administración	óptima	para	algunos	fármacos,	en	el	presente	trabajo	no	se	obtuvo	
ningún	beneficio	terapéutico	en	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG	tras	
la	administración	mediante	CED	de	rapamicina	o	torisel.	Esto	puede	ser	debido	a	dos	
factores	 importantes:	 bien	 porque	 la	 concentración	máxima	 tolerada	 no	 tiene	 efecto	
terapéutico,	o	bien	porque	el	 fármaco	es	 lavado	 rápidamente	del	 tumor,	no	 teniendo	
tiempo	suficiente	para	actuar.	
Una	propuesta	alternativa	de	mejora	del	sistema	es	la	encapsulación	del	fármaco	
en	nanoliposomas,	 lo	 cual	permite	aumentar	 su	concentración.	Al	estar	encapsulado	
produciría	menor	toxicidad	tisular	a	la	vez	que	se	aumentaría	la	permanencia	en	el	tumor,	
ya	que	la	liberación	del	fármaco	se	realizaría	de	forma	gradual.	En	trabajos	realizados	
por	(Noble	et	al.	2006),	se	consiguió	aumentar	más	de	25	veces,	la	cantidad	de	CPT-
11	administrada	en	el	cerebro	de	los	animales,	sin	aparente	daño	tisular.	El	efecto	del	
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fármaco	encapsulado	en	nanoliposomas,	 resultó	en	un	 incremento	de	4	veces	en	 la	
supervivencia	de	los	animales.
5.4. Efecto de la rapamicina sobre CSCs derivadas de GBMs humanos
Existe	una	gran	cantidad	de	líneas	celulares	de	GBM	humano	utilizados	en	los	
laboratorios	de	experimentación	como	modelos	para	ensayos	de	eficacia	 terapéutica	
tanto	in	vitro	como	in	vivo,	como	U87MG,	U251MG,	U373MG,	D54MG,	T98G,	LN319,	
A172	 o	HU197	 (Magrassi	 et	 al.	 1998;	Grouzmann	 et	 al.	 2001;	Tronstad	 et	 al.	 2001;	
Lin	et	al.	2008;	Widmer	et	al.	2008;	Diaz	Miqueli	et	al.	2009;	Das	et	al.	2010;	Fischer	
et	al.	2010).	Incluso,	debido	a	la	importancia	que	ha	ido	adquiriendo	el	estudio	de	las	
CSCs,	se	 realizan	ensayos	con	células	 troncales	extraídas	de	estas	 líneas	celulares	
comerciales	(Yu	et	al.	2007).	En	esta	tesis	se	ha	comparado	el	efecto	de	la	rapamicina	
en	el	crecimiento	in	vitro	de	las	líneas	celulares	U87MG	y	U251MG	frente	a	dos	líneas	de	
CSCs	obtenidas	de	pacientes,	CSCs-5	y	CSCs-7	(Fig.	4.17),	observándose	marcadas	
diferencias.	El	bloqueo	en	el	crecimiento	aumenta	del	25%	para	las	líneas	comerciales	
al	50%	para	las	CSCs.	Esta	observación	podría	sugerir	una	mayor	dependencia	de	la	
vía	de	mTOR	de	las	CSCs	in	vitro	frente	a	la	observada	en	las	líneas	comerciales.
Uno	de	los	principios	básicos	de	la	hipótesis	de	las	CSCs	es	que	dicha	población	
es	la	responsable	de	originar	y	mantener	el	tumor	(Reya	et	al.	2001).	Por	tanto,	si	las	
terapias	empleadas	contra	GBM	en	la	práctica	clínica	no	consiguen	erradicar	las	CSCs,	
el	paciente	probablemente	sufrirá	una	recidiva	del	tumor	(Schulenburg	et	al.	2006;	Diehn	
et	al.	2009;	Zaidi	et	al.	2009).	La	adición	de	rapamicina	a	las	CSCs-5	y	CSCs-7	provocó	
una	disminución	del	potencial	tumorigénico	de	dichas	líneas	celulares,	estimado	in	vitro	
mediante	ensayos	de	formación	de	colonias	en	agar	blando	(Fig.	4.20	y	4.21).	Estos	
resultados	 resultaron	de	gran	 interés	puesto	que	 la	 rapamicina	 in	 vitro	 fue	capaz	de	
reducir	una	de	las	características	más	importantes	de	las	CSCs,	como	es	su	potencial	
tumorigénico.
Aunque	 la	 utilización	 de	 la	 proteína	 transmembrana	 CD133	 puede	 ser	
controvertida,	ya	que	en	ocasiones	se	ha	observado	que	puede	estar	ausente	en	células	
con	características	de	CSCs	(Beier	et	al.	2007;	Ogden	et	al.	2008),	se	analizó	debido	
a	que,	en	 la	actualidad,	es	uno	de	los	marcadores	más	empleados	para	 identificar	 la	
población	CSCs	(Singh	et	al.	2003;	Singh	et	al.	2004).	La	adición	de	rapamicina	a	las	
líneas	CSCs-5	y	CSCs-7	provocó	una	pérdida	de	población	CD133+,	en	más	de	un	30%	
(Fig.	4.18	y	4.19).	Esta	disminución	pudo	ser	debida,	entre	otras	causas,	a	la	inducción	
de	la	diferenciación	de	las	CSCs	por	parte	de	la	rapamicina,	o	a	procesos	de	muerte	
celular	 en	 dicha	 población.	 La	 segunda	 opción	 se	 descartó	 debido	 a	 los	 resultados	
obtenidos	del	análisis	de	muerte	celular	tras	el	tratamiento.	Pese	a	haberse	detectado	
un	incremento	en	la	cantidad	de	GFAP	(del	inglés	Glial Fibrilar Acid Protein),	marcador	
de	glía	ausente	en	CSCs	(datos	no	mostrados),	hacen	falta	experimentos	adicionales,	
para	confirmar	la	inducción	de	diferenciación.
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Actualmente	 se	 conocen	 varias	 vías	 de	 señalización	 que	 pueden	 estar	
desempeñando	un	papel	 importante	en	el	mantenimiento	de	 las	CSCs,	entre	 las	que	
se	 encuentra	 la	 vía	 PI3K/Akt/mTOR,	 clave	 también	 en	 el	 proceso	 de	 tumorigénesis	
(Hambardzumyan	 et	 al.	 2008a;	 Hambardzumyan	 et	 al.	 2008b;	 Bleau	 et	 al.	 2009).	
Nuestros	datos	confirman	la	inhibición	in	vitro	de	la	vía	de	mTOR	en	las	líneas	de	CSCs,	
inducida	por	la	rapamicina,	debido	a	la	observación	de	la	disminución	de	los	niveles	de	
fosforilación	de	la	proteína	S6.	Además,	se	detectó	un	aumento	simultáneo	de	los	niveles	
de	fosforilación	de	Akt	(Fig.	4.22).	Aunque	al	ser	Akt	una	proteína	pre-mTOR	no	tendría	
por	qué	verse	afectada	por	el	efecto	de	la	rapamicina,	se	ha	descrito	previamente	que	
la	inhibición	de	mTORC1	puede	provocar	hiperfosforilaciones	de	Akt	en	muchas	líneas	
celulares,	como	vía	de	supervivencia	alternativa	(Houghton	2010).	
La	rapamicina	fue	capaz	de	inhibir	significativamente	la	autorrenovación	de	las	
CSCs	in	vitro	(Fig.	4.23).	Este	hecho	resulta	especialmente	interesante	si	se	tiene	en	
cuenta	que	una	de	las	características	más	importantes	de	las	CSCs	es	su	capacidad	para	
autorrenovarse	durante	 largos	periodos	de	 tiempo	(Reya	et	al.	2001),	y	 teóricamente	
podría	impedir	el	mantenimiento	de	una	reserva	de	CSCs	que	permitiese	la	prolongación	
de	la	existencia	del	tumor.	
A	pesar	de	que	 la	 rapamicina	 in	vitro	demostró	ser	capaz	de	 influir	en	varias	
de	 las	 características	más	 importantes	 de	 células	 troncales	 tumorales,	 el	 estudio	 de	
supervivencia	realizado	con	animales	xenotransplantados	con	células	CSCs-5	y	tratados	
con	 rapamicina,	 no	 mostró	 beneficio	 terapéutico	 (Fig.	 4.26).	 No	 obstante,	 debemos	
tener	en	cuenta	que	el	resultado	obtenido	con	el	modelo	de	CSCs	es	más	próximo	a	lo	
que	ocurre	en	los	pacientes	de	los	estudios	clínicos	que	los	resultados	obtenidos	con	
la	línea	celular	comercial	U87MG	(Chang	et	al.	2004;	Chang	et	al.	2005;	Chang	2006).	
Este	hecho	sugiere	que	el	modelo	basado	en	CSCs	es	más	representativo	a	la	hora	de	
ensayar	nuevas	terapias	que	el	modelo	de	las	células	U87MG.	Además,	hay	que	tener	
en	cuenta	que	la	resistencia	de	las	CSCs	a	determinadas	terapias,	como	la	radioterapia	
(Bao	et	al.	2006)	y	la	quimioterapia	con	temozolomida	(Clement	et	al.	2007),	ya	había	sido	
descrita	por	otros	autores.	De	esta	manera,	con	los	datos	obtenidos	podemos	suponer	
que	podría	existir	también	una	resistencia	de	las	CSCs	al	tratamiento	con	rapamicina	
in	vivo,	lo	cual	podría	ser	una	de	las	causas	que	explica	la	baja	efectividad	del	fármaco	
en	el	tratamiento	clínico	de	GBM	humanos.	También	hay	que	considerar	que	es	posible	
que	 el	 cultivo	 in	 vitro	 de	 CSCs	 no	 refleje	 las	 condiciones	 del	 nicho	 tumoral,	 puesto	
que	las	interacciones	con	el	entrono	pueden	modificar	su	comportamiento	debido	a	la	
plasticidad	celular	(Gupta	et	al.	2009).	La	dificultad	de	trasladar	los	estudios	in	vitro	a	in	
vivo	pone	de	manifiesto	la	necesidad	del	uso	de	modelos	animales	para	ensayar	terapias	
experimentales,	ante	la	incapacidad	de	imitar	el	contexto	tumoral	de	los	sistemas	in	vitro	
actuales.
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5.5. Aumento de la eficacia antitumoral de la combinación de rapamicina y 
CPT-11 frente a su uso individual
La	capacidad	citostática	de	la	rapamicina	en	células	de	GBM	humano	impide	el	
crecimiento	tumoral,	pero	no	parece	conseguir	la	disminución	del	volumen	en	este	tipo	de	
tumores.	Aunque	se	han	obtenido	buenos	resultados	en	el	tratamiento	de	otros	tumores	
del	SNC	(Koenig	et	al.	2008;	Lam	et	al.	2010),	lográndose	incluso	una	clara	reducción	
del	tumor,	en	el	tratamiento	de	GBM	humano	los	datos	obtenidos	en	las	pruebas	clínicas	
no	han	sido	muy	esperanzadores	(Chang	et	al.	2004;	Chang	et	al.	2005;	Galanis	et	al.	
2005;	Cloughesy	et	al.	2008).	
En	este	trabajo	se	describe	por	primera	vez	la	combinación	de	rapamicina	con	
CPT-11	para	el	tratamiento	del	GBM	humano,	consiguiéndose	beneficios	terapéuticos	
mayores	que	los	logrados	por	los	fármacos	en	solitario.	Dicha	combinación	presenta	el	
atractivo	de	conjugar	el	efecto	citostático	de	la	rapamicina	con	el	efecto	citotóxico	del	
CPT-11	(Fig.	4.27).	Otros	autores	ya	habían	reconocido	la	importancia	de	la	combinación	
de	terapias	en	GBM,	como	la	combinación	de	gefitinib	y	erlotinib,	ensayado	en	pacientes	
con	resultados	dispares	(Reardon	et	al.	2006;	Kreisl	et	al.	2009;	Reardon	et	al.	2010).	
La	 combinación	 de	 la	 inhibición	 de	múltiples	 dianas	 en	 la	misma	 vía	 o	 en	 distintas	
vías,	aún	presentando	un	gran	potencial	 terapéutico,	 tiene	el	 riesgo	de	aumentar	 los	
efectos	 tóxicos	 sistémicos	 producidos	 por	 la	 administración	 de	 los	 fármacos	 (Clarke	
et	al.	 2010).	Una	opción	para	sortear	este	problema	es	 la	 combinación	de	 fármacos	
utilizando	distintos	métodos	de	administración	de	los	mismos	(de	Vries	et	al.	2006).	Por	
este	motivo,	en	el	presente	estudio	se	utilizó	la	combinación	de	los	fármacos	rapamicina	
y	CPT-11	mediante	administración	intraperitoneal	y	CED,	respectivamente.	
Ambos	fármacos	actúan	de	modo	muy	diferente	sobre	el	ciclo	celular.	Mientras	
que	la	rapamicina	genera	arresto	en	la	fase	G1,	el	CPT-11	es	dependiente	de	la	fase	S-G2	
para	su	actividad,	provocando	un	arresto	en	dichas	fases	que	ha	sido	asociado	con	el	fallo	
en	la	activación	de	la	Cdc2,	quinasa	reguladora	de	la	transición	G2-M	(Feun	and	Savaraj	
2008).	El	compuesto	 induce	 la	 inhibición	de	 la	 transcripción,	 replicación	y	 reparación	
del	DNA.	Cuando	se	administran	simultáneamente	los	fármacos	se	puede	observar	la	
combinación	de	efectos	sobre	el	ciclo	celular,	siendo	predominante	el	arresto	en	fase	
G2	provocado	por	el	CPT-11,	pero	obteniendo	valores	inferiores	a	los	obtenidos	por	el	
CPT-11	en	solitario.	La	combinación	de	los	fármacos	provocó,	además,	un	aumento	en	
la	apoptosis	debido	al	efecto	del	CPT-11,	al	contrario	de	lo	observado	anteriormente	en	
células	de	meduloblastoma	para	las	cuales	no	se	detectó	un	efecto	citotóxico	(Geoerger	
et	al.	2001).	Debido	a	que	la	actividad	de	los	fármacos	es	dependiente	del	ciclo	celular,	
el	orden	de	administración	de	 los	mismos	es	de	vital	 interés	para	 la	obtención	de	 la	
máxima	eficacia	terapéutica.	La	administración	simultánea	de	los	fármacos	en	células	
sin	sincronizar	generó	el	mayor	beneficio	 terapéutico,	puesto	que	de	esta	manera	se	
consigue	que	las	células	que	en	ese	momento	estén	en	fase	S-G2	sean	diana	del	CPT-
11	y	las	que	se	encuentren	en	G1	detengan	su	crecimiento	debido	a	la	actividad	de	la	
rapamicina	(Fig.	5.2).
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Fig. 5.2. Modelo	propuesto	sobre	el	efecto	de	la	rapamicina	y	el	CPT-11,	de	forma	independiente	o	con	los	
diferentes	ordenes	de	administración	combinada,	sobre	el	ciclo	celular.	En	el	centro	de	cada	ciclo	se	repre-
senta	el	total	de	células	que	se	obtendrían	en	las	condiciones	expuestas.
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El	principal	resultado	obtenido	en	esta	tesis	supone	un	incremento	de	6	veces	
en	 la	 supervivencia	 de	 animales	 xenotransplantados	 con	 tumores	 intracraneales	
U87MG	 al	 ser	 tratados	 con	 la	 combinación	 de	 rapamicina	 y	 CPT-11.	 Este	 hecho	
supone	un	gran	avance	en	el	contexto	de	los	logros	terapéuticos	actuales	en	este	tipo	
de	 tumores.	Otros	autores	han	conseguido	aumentar	en	4	veces	 la	supervivencia	de	
ratas	con	tumores	U87MG	al	tratarlos	con	la	combinación	de	retinoide	sintético	Am80	
mediante	CED	con	 temozolomida	mediante	administración	 intraperitoneal	 (Yokosawa	
et	al.	2010),	sin	animales	que	sobrevivan	al	tratamiento.	O	duplicar	la	supervivencia	al	
realizar	2	administraciones	de	topotecan	(TPT)	mediante	CED	(Grahn	et	al.	2009).	Para	
gliomas	F98,	al	administrar	carboplatino	mediante	CED	y	radioterapia,	o	temozolomida	
y	 radioterapia	 se	 ha	 conseguido	 incrementar	 la	 supervivencia	 en	 2	 veces	 o	 7	 días	
respectivamente.	
Nuestros	resultados	sugieren	 la	existencia	de	sinergia	entre	 los	dos	 fármacos	
cuando	son	empleados	in	vivo,	al	contrario	de	lo	que	se	observó	in	vitro.	Esta	divergencia	
pone	de	manifiesto	la	influencia	del	entorno	en	el	comportamiento	celular,	como	ya	ha	
sido	demostrado	mediante	las	diferencias	en	los	perfiles	globales	de	expresión	génica	
cuando	son	analizados	en	contextos	in	vitro	e	in	vivo		(Camphausen	et	al.	2005).
Dentro	del	incremento	global	de	la	supervivencia,	la	variabilidad	en	los	tiempos	
de	supervivencia	de	los	animales	tratados	con	la	combinación	de	rapamicina	y	CTP-11	
puede	 ser	 debida	 a	 una	 distribución	 no	 homogénea	 de	 los	 liposomas	 administrados	
mediante	CED.	Puesto	que	no	se	ha	monitorizado	la	administración	del	fármaco,	no	se	
pueden	descartar	fugas	del	compuesto	a	zonas	sanas	circundantes	al	tumor,	como	ya	
fue	observado	con	anterioridad	por	(Krauze	et	al.	2007).	Por	tanto,	el	tratamiento	podría	
ser	optimizado	monitorizando	a	tiempo	real	la	instilación	para	visualizar	el	envío	de	los	
liposomas,	confirmando	de	esta	manera	que	el	tumor	está	siendo	cubierto	por	completo.	
Conclusiones
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1-	El	 fármaco	rapamicina	mostró	un	efecto	 independiente	de	 la	dosis	en	su	actividad	
citostática	en	células	de	GBM	humano.
2-	El	análisis	del	estado	de	fosforilación	de	 la	proteína	ribosomal	S6	es	un	marcador	
eficaz	para	el	análisis	del	estado	de	la	inhibición	de	la	vía	mTOR	a	lo	largo	del	tiempo.
3-	El	tratamiento,	de	forma	intermitente	y	continuada	realizado	con	rapamicina	aumenta	
significativamente	la	supervivencia	de	los	animales	xenotransplantados	con	células	de	
GBM	humano	U87MG.	Sin	embargo,	el	incremento	de	la	dosis	no	produce	un	aumento	
en	la	supervivencia	de	los	animales.
4-	La	administración	potenciada	por	convención	(CED)	de	rapamicina	libre	no	proporciona	
un	incremento	en	la	supervivencia	de	animales	xenotransplantados	con	células	U87MG.
5-	La	rapamicina	ejerce	su	efecto	citostático	in	vitro	sobre	líneas	de	CSCs	derivadas	de	
GBMs	humanos.	Además,	reduce	la	población	CD133+.
6-	Los	tumores	generados	por	las	células	troncales	tumorales	mostraron	resistencia	al	
tratamiento	con	rapamicina	en	modelos	de	ratas	xenotranplantadas.
7-	 El	 CPT-11,	 agente	 citotóxico,	 y	 la	 rapamicina,	 agente	 citostático,	 no	 presentaron	
sinergia	sobre	líneas	celulares	de	GBM	humano	al	combinarse	in	vitro.	
8-	Se	han	observado	diferentes	efectividades	según	el	orden	de	administración	de	 la	
combinación	de	los	agentes	rapamicina	y	CPT-11.	Esto	es	debido	a	que	cada	uno	actúa	
en	una	fase	diferente	del	ciclo	celular,	resultando	ser	la	combinación	óptima	la	adición	
simultánea	de	ambos	fármacos.
9-	 La	 combinación	 de	 los	 fármacos	 rapamicina	 y	CPT-11	produce	un	 incremento	 de	
seis	veces	de	 la	supervivencia	de	animales	xenotransplantados	con	células	de	GBM	
humano	U87MG.	El	tratamiento	combinado	no	resultó	tóxico	debido	a	la	combinación	
de	métodos	de	administración:	 la	 rapamicina	 fue	administrada	mediante	 inyecciones	
intraperitoneales	y	el	CPT-11	encapsulado	en	nanoliposomas	(nLs-CPT-11)	e	instilado	
mediante	administración	potenciada	por	convención	(CED).
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